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Untersuchungen 
tiber das Zustandekommen der bésartigen Geschwiilste. 


3. Der SH—SS-Gehalt der Gewebe. 
Von 


R. Bieriech und K. Kalle. 


(Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juni 1926.) 


Zur Feststellung weiterer Konstanten der bésartigen Geschwiilste 
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob das Verhiltnis der 
reduzierten zur oxydierten Phase des Glutathions') in normalen Geweben 
ein anderes ist, als in bésartigen Geschwiilsten. 

Zur quantitativen Bestimmung der SH-Phase wurde von Tunni- 
cliffe*) eine titrimetriseche und von Abderhalden-Wertheimer’) 
eine colorimetrische Methode ausgearbeitet, die beide in der vorliegenden 
Arbeit benutzt sind. Zur Bestimmung der SS-Phase wurde von uns die 
von Walker angegebene qualitative’) und die yon Tunnicliffe in 
Verbindung mit der SH-Titration angegebene quantitative Methode 
angewandt. 

Fiir die colorimetrische Bestimmung der SH-Werte geniigen kleine 
Substanzmengen (0,5—1,0 g) und sie li8t sich in 1 Stunde ausfihren; 
sie hat den Nachteil, da8 Farbtiefe und SH-Konzentration nicht streng 
proportional gehen. Eine colorimetrische Bestimmung der SS-Werte, 
die wir unter Benutzung der Walkerschen: Methode quantitativ zu 
gestalten suchten, gelang nicht. ° 

Die Tunnicliffesche Methode gibt durch die scharfe Titration 
mit 0,01nJ priizise Werte fiir das SH, braucht aber bei dem geringen 
Glutathiongehalt der Gewebe wenigstens 10 g Material und an Zeit fiir 
die SH- und SS-Bestimmung etwa 2 Tage. Die SS-Bestimmung erfolgt 





') Biochem. Jl. Bd. 15 S. 286 (1921). 
*) Biochem, Jl. Bd. 19, S, 194 (1925). 
*) Pfliigers Arch. Bd. 198, S. 122 (1928). 
‘) Biochem, Jl. Bd. 19, S. 1082 (1925). 
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indirekt und gibt mit groBer Wahrscheinlichkeit zu hohe SS-Werte, 
weil sie SS + organischem Rest 8 bestimmt. 

Die Abderhalden-Wertheimersche Methode wurde von uns 
folgenderma8Sen eingerichtet: 

Von dem Gewebe werden 0,5—1,0 g schnell abgewogen und _ in 
einem Reagensglas mit der 10fachen Menge n/100-HCI versetzt. Das 
Reagensglas wird darauf 10 Minuten lang in einem 200 Erlenmeyer in 
kochendes Wasser gesetzt und dann sofort unter der Wasserleitung ab- 
gekiihlt. Danach wird die Lésung vom Gewebe abgegossen und der 
Gewebsriickstand mit der sechsfachen Menge des urspriinglichen Ge- 
websgewichtes an Ammoniumsulfat zerrieben. Zuletzt wird die ab- 
gegossene Lisung zu dem mit Ammoniumsulfat zerriebenen Gewebe 
zugesetzt, und die Suspension, wenn das Ammoniumsulfat in Loésung 
gegangen ist, filtriert. 

Fiir die SH-Bestimmung wurden immer je 2 cem dieses Filtrats 
mit 0,1 eem einer frisch bereiteten Natriumnitroprussidlésung und 0,1 cem 
2,5°/, Ammoniak versetzt. Genau 60 Sek. nach Vermischen der Lisungen 
wurde dann die Farbtiefe des Gemisches mit einer farbtongleichen 
Farbleiter verglichen. Es enthielt Farbleiterton 1 in 10ceem Loésung 
0,0594 mg Bordeauxrot und 0,0244 mg Benzo-Echt-Scharlach4BS Bayer. 
Die iibrigen Farbleiterstufen enthielten gemi8 ihren Zahlenwerten pro- 
portionale Mengen an Farbstoff. Eine Standardisierung dieser colori- 
metrischen Bestimmung wurde in folgender Weise versucht. Der SH- 
Gehalt eines Hefeextraktes wurde titrimetrisch nach Tunnicliffe  be- 
stimmt und dann festgestellt, welche Farbtiefen seinen verschiedenen 
Verdiinnungen entsprachen. Wie die Tabelle zeigt, waren diese dem SIi- 
Gehalt nicht genau proportional. 


Tabelle 1. 
0,18 °/, SH berechnet als Glutathion = Farbtiefe 5 


/ 


3) ae - ‘9 ts = “s 3,9 
0,09 is - - is == ~ 2,0 
0,06 - 9 - ™ = . 1,0 
0,036 ,, a r , = 4, 0,5 
001 .. 7 . ” a ‘ 0,2 


War der SH-Gehalt von Geweben oder von Liésungen einer Thio- 
glykolsiiure mit der Tunnicliffeschen Methode bestimmt, und unter- 
suchte man sie nunmehr mit der colorimetrischen Methode, so gab diese 
den SH-Wert seiner GréBenordnung nach richtig wieder, lieferte also 
jedenfalls brauchbare Vergleichswerte. 

Da bei dem geringen SH-Gehalt der Gewebe fiir eine titrimetrische 
Bestinmung 10 ¢ Ausgangsmaterial nétig sind, konnte diese Methode 
wohl durchweg bei normalen Geweben, bei Krebs aber nur dann _ be- 
nutzt werden, wenn das Operationsmaterial mehr als 10 g einwandfrei 
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,gesundes“, d.h. nicht in Riickbildung stehendes Krebsgewebe ergab, 
was selten der Fall war. Meist wurden 10g oder weniger erhalten, 
und da von diesen fiir Bestimmung der Milchsiiure und des Cytochroms 
7—8 g nétig waren, reichte der Rest nur fiir die colorimetrische Be- 
stimmung der SH-SS-Werte aus. 

Unsere Bestimmungen mit der colorimetrischen Methode ergaben 
daB die SH-Werte fiir normale Gewebe — bis auf die weiter genannten 
Ausnahmen — zwischen 0,6 und 1,8 der Farbleiter liegen, und daB die 
SH-Werte fiir Krebsgewebe sich in annihernd denselben Grenzen be- 
wegen. 

Bei der Tunnicliffeschen SH- und SS-Bestimmung wird der 
Gehalt des Gewebes an organischem Gesamtschwefel bestimmt und von 
diesem Wert der SH-Wert abgezogen. Tunnicliffe hat auf Grund 
seiner Untersuchungen (vgl. Tab. 2A) angenommen, dai der SS-Wert 
normaler Zellen und Gewebe im Vergleich zum SH-Wert immer klein 
ist. Beriicksichtigt man, daB der SS Wert (in der Tabelle als org. Rest. § 
bezeichnet) sich aus der Differenz von organischem Gesamtschwefel und 
SH ergibt, so muB nicht ohne weiteres der ganze Betrag der Differenz 
aus SS bestehen. Er kann auch noch andere organische, schwefel- 
haltige K6érper enthalten. Um diese wiirde der gefundene SS-Wert zu 
verkleinern sein. 

Bei unserer Nachuntersuchung der Tunnicliffeschen Werte haben 
wir seinen Befund an Kaninchenleber bestiitigt, dagegen fanden wir bei 
unseren Hefen abweichende Werte. 

Die Untersuchung anderer tierischer und vor allem menschlicher 
Gewebe ergab, da& — abgesehen von dem schon erwiihnten Material 
(Leber, Hefe) und weiter von Schweinelinsen und Kaninchenmuskel — 
normale Gewebe einen héheren Gehalt an SS als an SH besitzen. Nach 
diesen Bestimmungen war der Quotient SH:SS in normalen Geweben 
<1 (vgl. Untersuchungsprotokolle Tab. 2B.). 

Die in Tab. 3 wiedergegebenen Werte des Oxydoreduktionssystems 
von gutartigen und bésartigen Tumoren zeigen, dai gutartige Tumoren 
sich anniihernd gleich wie normale Gewebe, bésartige Tumoren sich 
aber prinzipiell entgegengesetzt verhalten, d. h. daB der Quotient SH:SS 
in ihnen > 1 ist. Die absoluten SH-Werte schwanken — wie schon er- 
wihnt — bei den bésartigen Geschwiilsten stark. Hopkins macht die 
Angabe fa. a. QO. S. 298): ,,Aktiv wachsende Krebszellen scheinen eine 
Nitroprussidreaktion von iiberraschend niedriger Intensitiit zu zeigen, 
aber ich habe selten die Gelegenheit gehabt, Tumoren kurz nach deren 
Entfernung aus dem Kérper zu untersuchen.“ 

Die Bedingungen, von denen dieser Befund unserer Meinung nach 
abhiingt, werden wir in einer niichsten Arbeit besprechen. Die Beurtei- 
lung der bei biésartigen Geschwiilsten gefundenen SH-SS-Werte ist 
aber — auBer durch den yon Hopkins vermuteten Einflu8 der Zeit — 
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4 R. Bierich und K. Kalle, 
Versuchsprotokolle. 
Tabelle 2, 
~ nee: % <a - -  _t "a 
| SH als rio 2° aS Bas De 2dht 
eit Naelinese\|inaeit 2 ne “2 
Zeit *) | mg OQ) A] Oe a we ey 
| (0,01nd t paso, | 2 1 O co! enf HZ ool SP Boye 
fea faite 0 BS BE) et Re Bade 
A. Versuche von Tunnicliffe. 
Hefe ..../| — 9,6 | 224 9 30,0/ 3,0 | 27,07 467 49 
Kaninchenleber = — 15,3 39,6 7 37,3} 0,7 36,6 1,0 | 35,6 
Kaninchenleber = — 10,3 24,1 § 32,0} 5,0 | 27,0 2,9 8,3 
B. Eigene Versuche. 
Die nachfolgenden Bestimmungen mit der Tunnicliffeschen Methode 
sind auf je 10 g Gewebe berechnet. 
Normale Gewebe. 
a) Ilefe. | | | 
Bickereihefe 1 — 7,8 18,2 | 43,1) 6,9 | 36,2 7 18,0 7 1,0 
‘ 2 7,7 | 17,9 | 30,9) 56/253] 74 724 7 8;>8 
” 3 oreoe, | r ” | | 9C ry ? 
7 mal vew.?) | D,6 15,1 29,4 | 0,4 | 29,0 15,9 1,2 
Bierhefe 1 | ‘ a Pas ; i. a 
untergiirig aaa, 1,3 17,1 30,9 0,4 | 30, ) 13,4 1,3 i, 4 taal 
Bierhefe 1 . . re : 
soi _ 5,6 13,1 28,5) 11 27,48 143 109 [1,4; 19 
3mal gew. | 
Bierhefe 1 ‘ = athe 
Tmal gew. —~ 5,9 13,8 7 36,0; 0,5 lenas 21,7 | 0,6 91,2; 1,5 
b) Kaninchen. | | 
Leber 1 20’ 8,02 18,7 16,6 | 0,0 | 16,6 —1,9 DM 1,2; 15° 
a: 13’ 8,89 | 20,7 | 22,1} 1,3 | 20,8 0,1 | 207 
. 2 13’ 8,82 | 20,6 | 18,2) 14/168], —38 | » 
Muskel 20’ 1,74 4,1 5,2| 0,9 | 4,3 0,2 7 21 
Riickenmark’) 28’ — 33,89 7,9 | 17,7) 0,8 169 90 109 
Sehne?) — | ee O4 1 10,0) 1,7) 83] 7,9 7 0,05 


*) vom Moment der Isolierung bis zur Fixierung des Gewebes. 
') gew. = gewaschen. 

*) Die beiden Versuche enthalten nur Anniherungswerte. 

5) Statt 0,5 g Hefe — 0,25 g Hefe. 

*) Statt 0,5 g Gewebe — 0,166 g Gewebe. 
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)Um die Versuchsmethodik auf ihre Genauigkeit 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 
: | SHalsJ ZS) 2s ZS eZo| vw | ashes 
: | / ecm ss eV en Ris*ni 2 las Wau 
Zeit *) mg [OS RS aes a lane te 
‘ ! 0,01 nJ BaSO yd os sof boon A oa mS ale 
; | ATO Ee|NDegiOgfoms Nes ne 
= ————— — i ee ———— 3 ee ee woe name <Sccoceneenanaiirpiesnerpeaaetiediaitgapmemassanenanpeaneeaatea roe 
¢) Ratte | 
Leber 1 | 13’ 10,04 § 25.4 87,3| 4,8 | 32,597 9,1 § 2,6 
Leber 2 13’ 6,88 | 16.0 26,0; 1,0 25,07 9,0 1,8 
Muskel 1 | 30° 1,47 3,4 33,0} 2,0 31,09 27,6 0,12 | 0,4; 0,6 
Muskel 2 | 20° 1,06 | 2,5 | 33,7] 0,0 33,7] 31,2 | 0,08 | 0,3; 0,4 
d) Katze. | 
Leber 20St.| 14,5 30,9 61,6; 3,1 58,59 24,7 1,4 »8;>8 
e) Schwein. 
oe 12.36 F288 [ 331) 60 321) 33 [8,7 
f) Mensch. , sit ‘ 
Muskel 1) 50’ 2, 9 4, We “e — _— wm We 1,9 
40,5} 1,4 39,1) 342 Pou p ”’? ” 
Muskel | 50’ | 2,0 7 137,5/ 41 | 3649 31,7 Foray bb 
Muse. pect. ne 2 35 ee 18.5| 1.4 1711 116 | 047 § 97; 1,0 
Mamma-Ca 70 — ae. te - _ " re ——_— 
Muse. pect. zu P 70 2 5 OOF 9 ‘ 1,0; 1,4 
St ee 12 180 2,76 6,4 28,8| 1,5 27,39 20.9 0,51 ’ 
Muse. pect. zu |] jon, 2 97 53 394] 1.0 31.49 261 02 1,6; 1,9 
Mamma-Ca 73 | — we ™ ” eis, inte _ % 
Muse. pect. zu] ,-» | o44 | ¢ 26.8! 1.1 25.71 200 | 0.29 | 1,23 1,7 
Mamma-Ca 76 | 4° bis ue ss | ne ai ial 
Muse. pect. zu , 29 ae 9() | 97 ae | y.24 § 0,9; 1,2 
Mamma-(ia 79 | 37 2,29 Dye 29,4 my ~< (,4 ad mad y ( 2A 7 alae 
fo | 0,0—0,1 
Indegewebe / 0,6 1,4 11,1/ 1,8 O8f SA § 0,17 T(0,0—0,1 
(Mesenterium) | “ Sa | sia 
|Mamma-Driise 76 70’ =0,82 § 1,9 5,4| 1,1; 4,39 24 § 0,8 g 0,1; 0,1 
Tabelle 3. 
Gutartige Tumoren. 
Adenofibrom 712)! — | 1,30? 3,02? $9.1 | 3,41 5,7 J 2,72 § 1,12 § 0,1; 0,1 
Uterusmyom 80a} 38’ | 3,81 8,9 7 25,8 2,0 23,8f 149 | 0,6 91,1; 1,5 
Uterusmyom 80b | 75’ | 3,30 7,7 16,4 2,7 13,79 60 1,3 | 1,1; 1,6 
Uterusmyom 80a || 47St. | 2,69 6,3 23,4 2,3 21,19 148 | 0,43 
Uterusmyom 83 || 35’ | 4,07 95 7263 0,0 26,39 16,8 | 0,57 § 1,1; 1,5 
Uterusmyom 87 || 15’ | 2,93 6,8 16,8 0,6 16,29 9,4 0,72 | 1,6; 1,8 
Uterusmyom 87 || 180’ 3,38 7,9 18,7 0,3 18,49 105 | 0,05 91,2; 1,5 


zu _priifen, 


wurde das Filtrat von der SH-Bestimmung halbiert und eine Doppel- 
analyse ausgefiihrt. 

*) Anmerkung. Die bei Adenofibrom 71 gefundenen Werte sind 
nicht einwandfrei, da wihrend des Versuches Wasser aus der Pumpe 
ing Filtrat zuriickstieg. 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 




















nm ~ - * | mM = ~~ mM e ae ina 
SHalsfsO GS aSi2z<S] 2 | ac: 
TM SN | 72) a dp) iw TY 
iia | er I2ae RSE NSIsn~s es a om 
Zeit”) 0.01 nJ oe m PQ ae) ap eon bored ie +3 
as Se Ow) Hohe Sel AO Ne 
Basle 2a SOPOnA| @ | Be 7 
Boésartige Tumoren. 
o 
Mensch. 
Mamma-Ca 69a | — 5,69 15,4 $22.0 2,1 (19,97 6,5 2,1 1,2; 16 
Mamma-Ca 69b |) — 9,19 21,5 29,7 | 2,4 |27,3 § 5,8 S¢ 8 2,5; 35 
Mamma-Ca 70 180’ 2,84 6,6 911,88 | 2,7) 9,1 20 2.6 0,8; 1) 
Mamima-Ca 73 180° = 4,68 10,9 $19,1 0,7 18,4 9 7,5 1,5 1,8; 2,8 
Magen-Ca 75 20’ | 4,95 11,6 928,0 1,1 26,99 15,5 9 0,8 7 1,4; 20 
Unterschenkel- | 

© 2f\/ m7 j \ 8 ) > 2 $3 0 3° 04 

sarkom 84 60 1,79 1 0 0,8 | 7, Dy 1,4 33 

Katze. | | 

Mamma-Ca 82’ | 5,34 12,5 $12,9 0,0 |12,9 f O04 §31,0 | 0,8; 0. 

















weiter dadurch erschwert, dai die Gewebe, die zur Untersuchung kommen, 
Operationsmaterial sind, das vom Beginn der Operation bis zu seiner 
Fixierung unter abnormen iiuberen Bedingungen (Narkose, lokaler Stérung 
der Zirkulation und dem Einflu8 von T° und Zeit auf das isolierte Ge- 
webe) gestanden hat. In welcher Weise diese Bedingungen die SH-SS 
Werte beeinflussen, soll in der nichsten Arbeit mitgeteilt werden. 
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Zur Kinetik der Diketopiperazinspaltune. 


Von 
Hans vy. Euler und Erik Pettersson. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Juni 1926.) 


Das von Curtius und Goebel?) 1888 dargestellte Glycin- 
anhydrid oder Diketopiperazin ist bekanntlich von Emil 
Fischer und Fourneau’) zuerst zu Glycylglycin aufgespalten 
worden. 

Zu dieser Aufspaltung verwendete Fischer zuerst Salz- 
saure: 

Das Glycinanhydrid list sich in kalter Salzsiure vom spezifischen 
Gewicht 1,19 und JaBt sich aus dieser Lésung sowohl durch Fiillen mit 
Alkohol wie auch durch rasches Verdunsten im Vakuum unverindert 
zurickgewinnen. Bleibt aber die salzsaure Losung mehrere Tage bei 
Zimmertemperatur stehen, so fallt das Hydrochlorat des Glycylglycins 
in hiufig zentimetergroBen Krystallen aus. Ungleich rascher erfolgt die 
Umwandlung beim Erhitzen.“ 

Spaiter ging Fischer dazu iiber, die Diketopiperazine mit 
Alkali aufzuspalten’) und er hebt ,,die iiberraschend leichte 
Aufspaltung des Diacipiperazinringes durch verdiinntes, kaltes 
Alkali* besonders hervor. 

Schon aus diesen Angaben geht hervor, daB die Hydro- 
lyse des Glycinanhydrides in alkalischer Loésung  erheblich 
schneller verliuft als in saurer. 

Schon die Erfahrungén von EK. Fischer*) (einen quantita- 


') Curtius u. Goebel, Jl. fiir prakt. Chem. (2) Bd. 37, 8. 173 (1888). 
*) E. Fischer u. Fourneau, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 2868 (1901). 
*) EK. Fischer, Chem. Ber. Bd. 38, S 605 (1905). 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 39, 8. 453 und zwar 8. 466 (1906), 
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tiven Hydrolyseversuch hat Fischer an Alanylalanin durch- 
gefiihrt) und die praparative Anwendung dieser Ringspaltungen 
zu dem entsprechenden Dipeptid zeigten, daB die Spaltung des 
Diketopiperazinringes ungleich viel schneller verliiuft als die- 
jenige des Glycylglycins; dies steht ja auch mit allen spiteren 
Darstellungen des Glycinanhydrides nach der Fischerschen 
Methode durchaus im Einklang und wird ferner durch neuere 
Versuche von M. Lidtke?) bestitigt. Zu einem quantitativen 
Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeit des Diketopiperazins 
in saurer und alkalischer Lésung hat der eine von uns vor 
lingerer Zeit einige Versuche mitgeteilt.*) 

Schon 1m AnschluB an diese vorlaufigen Versuche wurde 
die Analogie der Diketopiperazinspaltung mit der Esterspaltung 
hervorgehoben, und das Ziel war, die Reaktionsgeschwindigkeit 
in Zusammenhang mit dem Grade der Salzbildung zwischen 
Piperazinring und dem Katalysator setzen zu kénnen. 

Die 1906 angestellten Messungen erscheinen heute nicht 
mehr befriedigend, nachdem die Konstanthaltung und Messung 
kleiner Aciditiiten und Alkalinititen nach der elektrometrischen 
Methodik eine verhialtnismiBig einfache Aufgabe geworden ist.”) 

Es erschien uns also notwendig, neue Messungen iiber 
die Spaltbarkeit des Diketopiperazins durch Saéuren und durch 
Basen anzustellen, und zwar in analoger Weise, wie dies in 
diesem Institut an Estern bereits eingehend geschehen ist. 
Wie die Ester so lassen sich auch die Diketopiperazine als 
Ampholyte behandeln. Dab einerseits Saéuren, andererseits 
Alkalien mit Diketopiperazinen Salze bilden, hat wie erwiihnt, 
bereits KE. Fischer angenommen. 

»Bei der Aufspaltung des Alaninanhydrides durch Alkali 
wurde in der Tat die voriibergehende Bildung einer Alkali- 
verbindung beobachtet*).. .“ 


') Liidtke, Diese Zs. Bd. 141, S. 100 (1924). Bemerkenswert ist 
unter den Resultaten von Liidtke, daB sich Dipeptide in keinem Fall 
zu 100°/, aufspalten lieben. 

*) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 2, Nr. 39 (1907). 

*) Der damals angegebene Wert fiir A, des Diketopiperazins ist 
durch einen Druckfehler entstellt. 

*) EK. Fischer, Chem. Ber. Bd. 39, 5. 530 und zwar 8S. 569 (1906). 
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,Vas Glycinanhydrid ist eine so schwache Base, da seine 
Salze (mit Salzsiure) schon durch Wasser oder Alkohol zerlegt 
werden. Lést man es in kalter, rauchender Salzsiure und 
fiigt dann Alkohol hinzu, so wird das Anhydrid selbst aus- 
cefallt.“*) 

Die Bildung des Alkalisalzes hat EK. Fischer schon in 
seinem Vortrag 1906 auf die Enolform des Anhydrides zuriick- 
gefiihrt. 

Ks sei in diesem Zusammenhang auch die Mitteilung von 
Abderhalden und Schwab?) erwiihnt, ,daB es ihnen ge- 
lungen ist, 2,5-Dioxopiperazine in Enolform zu gewinnen, und 
zwar sprechen alle Beobachtungen dafiir, daB das erhaltene 
Produkt die Doppelbindung zwischen Kohlenstoffatomen auf- 
weist“. Beziiglich der Belege sei auf die Originalarbeit ver- 
wiesen. 

Welches nun auch die Form ist, unter welcher das Glycin- 
anhydrid Salze bildet, so ist seine Dissoziationskonstante so 
klein, daS sie an der Grenze des durch dic elektrometrische 
Methode MeBbaren hegt. In dieser Hinsicht haben unsere 
Versuche nur zu einer Schiitzung der GréBenordnung 1071°(A_) 
cefithrt. 

Als wesentliches Resultat unserer Untersuchung kann die 
Stabilitits-p,-Kurve des Diketopiperazins im Bereich p,, = 1—10, 
und zwar fiir die ‘lemperatur von 60°, angegeben werden, 
welche wir durch die Figur und auBerdem durch die Tabelle 
mitteilen. 

Wir stellen wie friiher fiir die Mutarotationsgeschwindig- 
keit*) und die Esterspaltung die Reaktionsgeschwindigkeiten in 
saurer und alkalischer Lisung als Funktion von p,, durch den 
Ausdruck dar: 


') E. Fischer u. Fourneau, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 2868 (1901). 

”) Abderhalden u. Schwab, Diese Zs. Bd. 152, S. 28 (1926). — 
Zur Frage nach den desmotropen Formen der Diketopiperazine siehe 
auch Shibata u. Asahina, Bull. Chem. Soc. Japan Bd. 1, S. 71 (1926). 

‘) Euler, Olander u. Rudberg, Zs. f. anorg. u. allg. Chem. 
Bd. 146, S. 45 (1926); Euler u. Olander, a. a. O. 














10 Hans v. Euler und Erik Pettersson, 
Rs omees 5 XK, ie 
hk = ky + ~ [H+ ry ta =k, + BIH + {Hy} 
Darin bedeuten: 
k die Reaktionskonstante bei gegebener Aciditiit, 
i, die Reaktionskonstante im Stabilitiitsmaximum, 
A, die Dissoziationskonstante des Diketopiperazins als 
Siure, 
Kk, die Dissoziationskonstante des Diketopiperazins als 
Base, 
A, das lonenprodukt des Wassers, 
rq, und rq, die spezifischen Reaktionsgeschwindigkeiten 
des Diketopiperazin-Anions und -ivations. 
Ver- log k k+10° Diy” Pit Diy 
such 
| — 2,653 2220 0,10 0,10 0,10 
2 —3,052 890 0,60 0,60 0,60 
3 3,403 894,5 1,01 1,02 1,02 
4 — 3,85 141 1,58 1,67 1,63 
5 —4,21 61,1 2,07 2,10 2,09 
6 — 4.59 25,8 2,45 2,49 2,47 
7 — 4,78 16,5 2 64 281 273 
8 5,02 9,53 3,07 3,12 3,10 
9 —5,37 4,30 3,99 4,02 4,01 
10 —5,42 3,31 4,13 4,20 4,17 
1 — 5,43 3,72 4,44 4,58 4,49 
12 — 5,46 3,45 4,86 4,93 4,90 
13 — 5,40 3,94 0,44 5,37 5,40 
14 — 5,33 4,65 5,72 5,64 5,68 
15 —5,01 9,67 6,65 6,59 6,62 
16 —4,72 19,2 6,95 6,85 6,90 
17 — 4,58 26,4 7,24 7,15 7,20 
18 —4,21 620 71 7,48 7,59 
19 —8,14 184 8,40 7,90 8,15 
20 — 3,05 894 9,25 8,78 9,01 
21 —2,42 3800 10,09 9,83 9,96 


wenn wir als Wert fir 

















Aus den in der Tabelle angegebenen Werten der Reak- 
tionskonstanten A ergibt sich dann (fiir 60°) 
A= 9.10738, 

B= 5,5. 10> *, 

k, 3,4.10~° einsetzen. 
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Daraus ergeben sich nach der oben erwihnten Formel die 
Werte fiir 747, und rq,. Wir kommen auf die mittleren Zahlen- 
werte dieser spezifischen Reaktionsgeschwindigkeiten der Diketo- 
piperzin-lonen im AnschluB an eine zweite Mitteilung iiber 
diesen Gegenstand zuriick. 

FKiir die reaktionskinetisch am besten untersuchte Re- 
aktion, die Mutarotation der Glucose, haben Kuler und Olande 
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kiirzlich den Temperaturkoetfizienten und zwar am Stabilitiits- 
maximum, auf der alkalischen und auf der sauren Seite des 
Maximums ermittelt, und daraus zum erstenmal die 'emperatur- 
koeffizienten der spezifischen Reaktionsgeschwindigkeiten der 
reaktionsvermittelnden Jonen, also die Temperaturkoeffizienten 
von rq, und rq, berechnet. 

Zu einer solchen Bearbeitung haben wir einige orien- 
tierende Versuche ausgefiihrt und also die ‘lemperaturkoeffi- 
zienten fiir die Reaktionskonstanten der Diketopiperazinspaltung 
zum Glycylglycin bei den Aciditaten p,,=2,47, ferner 4,32 und 
7,80 bestimmt, und zwar fiir p,,=2,47 zwischen 40° und 60°, 
fiir 4,32 und 7,88 zwischen 44° und 60° 


a) 
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Aus den bei dieser Versuchsreihe erhaltenen Reaktions.- 
konstanten und aus den vorher fiir 60° gewonnenen wurden 


nach der Formel 
e@.-%) 
k, =k, e- 127, 
die Werte fiir @ berechnet. 
Das Resultat war folgendes (vgl. die Versuche 8S. 13): 


= 4,32 = 10980 
= 1,88 — 10310. 
Methodik. 


Die Reaktion Glycinanhydrid -> Glycylglycin wurde, wie 
erwiihnt, bei 60° studiert und zwar wurde die Versuchstem- 
peratur im elektrisch geheizten und geriihrten Thermostaten 
auf etwa 0,02° genau konstant gehalten. 

Der Reaktionsverlauf wurde verfolgt durch Messung der 
dabei freigemachten Carboxylgruppen, welche nach der wert- 
vollen Methode von Sérensen nach Zusatz von Formaldehyd 
titriert wurden. 

Die von Zeit zu Zeit der Versuchslésung entnommenen 
Proben wurden also mit geniigenden Mengen von genau neu- 
tralisiertem Formol versetzt, Alkali von bekanntem Titer wurde 
bis zur alkalischen Reaktion zugefiigt und hierauf wurde die 
Riicktitration mit Salzsiiure von bekanntem Gehalt vorgenommen.') 
Aus dem Verbrauch der Salzsiure, 4S, kann daun die Menge 
der entstandenen Carboxylgruppen leicht berechnet werden. 

Aus den Zahlen ergab sich, daB die Reaktion dem fiir 
monomolekulare Reaktionen geforderten Gesetz folgt 

1 a 
k= — log see 
wo x die Konzentration der Carboxylgruppe, a die Anfangs- 
konzentration des Diketopiperazins ist. 

Die hauptsachliche Schwierigkeit beim Studium der Kinetik 
dieses Vorganges liegt darin, daB sich durch die Reaktion 
selbst die Aciditait der Lésung andert. Guilt es also, die Re- 





1) Sdrensen, Biochem, Zs, Bd. 7, 8. 45 (1908). 
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aktionskonstanten 4 der Hydrolyse des Glycinanhydrides zu 
bestimmen, so gibt es keinen anderen Ausweg, als in Gegen- 
wart von etwas Puffer zu arbeiten — wir haben trotz mancher 
Bedenken Phosphatpuffer gewiihlt. Andererseits muB man aber 
die Pufferkonzentration gering halten, etwa 0,01 molar, und 
sich, damit sich die Acidititsiinderungen nicht zu stark geltend 
machen, auf die Ermittlung der Anfangsgeschwindigkeit be- 


schrinken. 
Versuche. 


Fiir die bei 60° ausgefiithrten Versuche, welche in der 
Tabelle 8S. 10 zusammengestellt sind, geben wir der Raum- 
ersparnis wegen nicht alle Kinzeltabellen an. Als Beispiel sei 
der Versuch 1 angefiihrt. 


a = 0,07266, 





AS 





























; AS , 
Minuten log (a—2a)}] Minuten log (a—x)}| Aloe | logk {:.10° 
Hci] °8 “~” | nou i! ik 
0 10 | 886130 —— ~s _ sins Bi 

5,5 10,21] 8,84920 25  10,90]'8,80723 | 0,04197 |—2,66 | 2,15 
14,5 0,55] 8,83014 50,8 1,00] 8,80079 | 0,02935 |— 2,74] 1,80 
20 0,80 8,81358 37 1,42] 8.77262 |0,04096 | — 2,62 | 2,41 

Pi, = 9,10) ~ 0,10 Mittel —2,67] 2,12 


Pir, = 0,10 f Pur 
AS = Differenz des HCl-Verbrauches in den Zeiten ¢ und 0, Titer der 
Salzsiiure = 0,0945 n. 


Temperaturkoeffizient. 
Ferner geben wir die drei zur Bestimmung des Tempe- 
raturkoeffizienten ausgefiihrten Versuche an. 


I. a= 0,048. Proben zu je 10cem. 


Minuten AS log k k.10—° Pu T' 

2320 0,25 —5,13 9,33 2,47 313 
Il. a = 0,04663. Proben zu je 10 cem. 

Minuten AS log i 2ag* Pr T 

9300 0,17 —5,79 1,64 4,32 317 


lil. a = 0,04716. Proben zu je 10 ecem. 
Minuten AS log k bk. i¢-* Pr T' 
955 0,48 —4,34 45,78 7,88 317 





| 
i 
i 
i 
| 
' 
' 
i 
' 
i 
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Zur Untersuchung, ob der Ubergang Diketopiperazin > 
Glycylglycin unter unseren Bedingungen wirklich vollstiindig 
verliuft, oder ob es sich um einen meBbaren Gleichgewichts- 
zustand handelt, wurde folgendermaBen verfahren: 

2,3600 g Glycylglycin wurden in 30 ccm Phosphatpuffer- 
lisung aufgelést. Die Aciditit der Lésung betrug hierau{ 
Py = 4,05, lag also nahe am Stabilitiitsmaximum. Beziiglich 
des Glycylglycins war die Lésung 0,596 n. Der Lésung wurden 
Proben von je 2ccm entnommen und mit 15 ccm NaOH ver- 
setzt, nachdem neutralisierte Formollésung zugegeben worden 
war. Die Liésung war nun deutlich alkalisch. Hierauf wurde mit 
0,0945 n-HCl zuriicktitriert. Wire Glycinanhydrid in gréferen 
Mengen zuriickgebildet worden, so wiirde sich dies nun bei der 
Riicktitrierung nach verschiedenen Zeiten — bis zu 7 Tagen — 
gezeigt haben. Der Siureverbrauch verblieb aber nahe konstanit, 
wie die folgenden Zahlen zeigen: 





Beginn des Versuchs: 2,65 eem HCl 
Nach 7 Tagen: 255 . » 


Das Ergebnis steht also mit dem Befund von Liidtke im 
i, Ye "s 
Kinklang. 

















Uber Porphyrine aus Oxyhaminanhydrid. 
II. Mitteilung. 
Von 


A. Hamsik. 


’ 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der Universitit in Brinn, 


‘(Der Redaktion zugegangen am 28, Juni 1926.) 


Durch Liésen von Oxyhiminanhydrid oder Oxyhiimin in 
Aceton-Salzsiiure-Stannochlorid wurden Porphyrine erhalten, 
die provisorisch nach der Farbe ihrer alkalischen Liésungen 
bezeichnet wurden. Die erste Mitteilung!) ist nun im folgenden 
zm ergunzen. 

Das bei dem beschriebenen Verfahren als Hauptprodukt 
erhaltene sog. orangerote Porphyrin ist mit dem Protoporphyrin 
H. Fischer-F. Lindner’) identisch. Das vereinfachte Ver- 
fahren kann zur Darstellung des Protoporphyrins aus dem Oxy- 
himinanhydrid oder Oxyhimin dienen. Die anderen Porphyrine 
sind sekundiir entstanden und zwar: 1. Durch Lésen des ersten, 
das Protoporphyrin und Stannosalz enthaltenden Niederschlages 
in Hisessig unter Erwiirmen kam es zur Bildung des kom- 
plexen Zinnsalzes (des sog. violetten Porphyrins), das dann 
als Hauptprodukt erhalten wurde. Das komplexe Zinnsalz des 
Protoporphyrins ist indessen schon von H. Fischer und 
B.Piitzer*) dargestellt worden. 2. Durch Stehen der alka- 
lischen oder essigsauren Lisung des Zinnsalzes entstand das 


o- ~~. 
core ee os 


) Diese Zs. Bd. 156, 8S. 218 (1926). 
2) Diese Zs. Bd. 142, S. 141 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 154, S. 39 (1926). 
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sog. griinblaue Porphyrin. Die iibrigen zwei Porphyrine wurden 
nur in geringer Ausbeute erhalten. 

Ks wurde auBerdem die Darstellung des Protoporphyrins 
aus Oxyhiminanhydrid mit Ameisensiure und Hisen nach der 
von H. Fischer und B. Pitzer (a. a. 0.) fiir das Hiimin be- 
schriebenen Methode versucht. Es wurde gefunden, daB das 
Oxyhiminanhydrid zur Darstellung des Protoporphyrins nach 
der genannten Methode dienen kann. 


Protoporphyrin 
aus Oxyhaminanhydrid mit Aceton-Stannochlorid-Salzsaure. 

2 ¢ umkrystallisiertes Oxyhiiminanhydrid und 60 g Stanno- 
chlorid wurden mit 1200ccm Aceton etwa !/, Stunde behandelt. 
Der Farbstoff ist binnen dieser Zeit nur zum kleinen Teil in 
Lisung gegangen, wiihrend das Rohoxyhiminanhydrid viel leichter 
geldst wird. Es wurden nun 100 cem konz. Salzsiiure unter 
Wasserkiihlung binnen etwa '/, Stunde zugegeben. Nach 
weiteren etwa 17/, Stunden wurde die Lisung in etwa dreifache 
Menge Wasser filtriert, dann allmiblich unter Wasserkiihlung 
mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert und zuletzt mit kon:. 
Natronlauge versetzt und gut durchgeriihrt. Nach dem A) 
sitzen wurde die Fliissigkeit abgegossen, der Bodensatz mit 
etwa 1°/,iger Natronlauge dekantiert, auf Filter gebracht, in 
Wasser und wenig Ammoniak gelést. Die filtrierte Lisung 
wurde mit verd. Essigsiiure angesiuert, der Niederschlag fil- 
triert, gewaschen, getrocknet, pulverisiert und aus Pyridin nach 
H. Fischer und B. Pitzer (a. a. 0.) krystallisiert. Das Priiparat 
enthielt noch 0,82°/, Asche. 

0,1096 ¢ Substanz gaben 0,0606 g H,O, 0,2876 g CO, und 0,0009 ¢g 
Asche. 

C,,Hs,O,N, Ber. C 72,56, H 6,09°/, 
Gef. ,, 72,18 » 6,28 
(unter Beriicksichtigung des Aschegehalts). 


Komplexes Zinnsalz. 
Die Reaktion der Porphyrinlisung in Aceton-Stannochlorid- 
Salzsiiure wurde nach dem Verdiinnen mit Wasser nur abgestumpit, 
der abfiltrierte und gewaschene Niederschlag wurde in Hisessig 
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unter Erwirmen gelist, die Lisung mit Wasser verdiinnt und 
mit verdiinnter Salzsiure versetzt. Der Niederschlag wurde 
schnell abfiltriert, mit verd. Salzsiure, dann mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und pulverisiert. Das Pulver wurde aus 
methylalkoholischer Kalilauge und Eisessig nach Zusatz vor 
wenig Wasser krystallisiert. Die Krystalle wurden mit stufen- 
weise verdiinnter Essigsiure und mit Wasser gewaschen. 

Priiparat 1. 0,1008 g Substanz gaben 0,0438 g H,O, 0,2126 g CO, 
und 0,0208 g SnQ,. 

Priparat 2. 0,1140 g Substanz gaben 0,0496 g H,O, 0,2376 g CO, 
und 0,0234 g SnQ,. 


C,4H3,0,N,Sn 3er. C 60,10°/, H 4,74°/, Sn 17,48°/, 
Gef. ,, 57,24 », 4,86 »» 16:25 
> 36,86 , 4,86 » 16,16 


Die Zahlen sind zu niedrig. Das Zinnsalz unterliegt so- 
wohl in alkalischer, als auch in essigsaurer Lésung einer Um- 
wandlung, welche sich durch die Farbe und durch das spektro- 
skopische Bild verrit. Wenn das Zinnsalz, in verd. Noda ge- 
list, stehen blieb, so war allmihlich eine Verainderung der Farbe 
von rein violetter in blauviolette und schlieBlich in grinblaue 
Karbe wahrnehmbar und gleichzeitig erschien allmihlich im 
Spektrum auBer den zwei friiheren Streifen noch ein dritter Streifen 
und zwar bei etwa 745. Eine ahnliche Verinderung ging viel 
langsamer auch in essigsaurer Loésung vor. SchlieBlich war 
die Farbe der Lisung blauviolett und im Spektrum waren 
zwei Streifen mehr vorhanden und zwar IJ. etwa 750, IJ. etwa 
720, also insgesamt waren vier Streifen. 


Protoporphyrin 

aus Oxyhaminanhydrid mit Ameisensaure und Eisen. 

Das Oxyhiminhydrid ist in Ameisensiiure und Eisen leichter 
lislich als das Chlorhimin; es lést sich schon ziemlich in der 
iilte unter Porphyrinbildung. Es wurden drei Versuche mit 
umkrystallisiertem Oxyhiminanhydrid angestellt. Bei dem ersten 
wurde die von H. Fischer und B. Pitzer (a. a. 0.) fiir das 
Chlorhimin angegebene Vorschrift befolgt, hei den zwei anderen 
wurde mehr Ameisensiiure genommen. Das Oxyhiminanhydrid 
wurde in dem zweiten Versuch mit Ameisensiiure und Kisen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVIIL. 2 
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im Wasserbad erwiarmt, in dem dritten zuerst in der Kite 
belassen und dann nur gelinde erwirmt. Im ersten Fall re. 
sultierte kein Protoporphyrin, sondern ein eisenreiches Produkt, 
waihrend in den zwei anderen das Protoporphyrin in guter 
Ausbeute erhalten wurde. Das Priparat wurde aus Pyridin 
krystallisiert; es enthielt noch 0,71°/, Asche. 

0,1118 g Substanz gaben 0,0008 g Asche, 0,0632 g H,O und 
0,2956 g CQ,. 


Gef. ,, 72,65 » 6,37 


(unter Beriicksichtigung des Aschegehalts). 




















Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 


XXV. Mitteilung. 


Uber die Abwesenheit des -Alanins 
unter den Abbauprodukten von Eiweifstoffen der Muskeln. 


Von 


S. Kaplansky. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der 1. Staatsuniversitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1926.) 


Das in dem Muskelextrakt von Gulewitsch und Amirad- 
zibi!) entdeckte Carnosin stellt bekanntlich die einzige im 
Organismus des Tieres und des Menschen gefundene Verbindung 
dar, in deren Molekiil eine §-Aminosdure vorhanden ist und 
zwar das §-Alanin. Deshalb ist es sehr interessant, die Herkunft 
dieser Aminosiure in den Muskeln aufzuklaren: ob der Atom- 
komplex des #-Alanyls schon im vorgebildeten Zustand in 
EiweiBmolekiil der Muskeln vorhanden ist, oder das Carnosin 
ein Produkt des intermediiren Zerfalls von Lysyl- bzw. Asparagy]l- 
Histidin ist, welches durch Abspaltung von Kohlensaéureanhydrid 


) Wl. Gulewitsch und 8. AmizadiZibi, Diese Zs. Bd. 30, S. 565 
(1900). 


9 
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in Carnosin verwandelt wird.') Zur Entscheidung dieser Frage 
wurde von mir auf Vorschlag von Herrn Prof. Wl. Gulewitsch 
die folgende Arbeit unternommen. 

Zur Untersuchung wurden 3 kg Muskelsubstanz eines 
Hundes verarbeitet, der durch Entblutung getétet wurde. Dic 
Muskeln wurden durch zweimaliges Durchlassen durch eine 
Fleischhackmaschine zerkleinert, die erhaltene Masse bei 65—70" 
mehrfach mit Wasser extrahiert, bis das Extrakt bei Zusatz 
einer 1°/,-igen Lésung von Phosphorwolframsiure keine Trithung 
mehr gab. Eine so sorgfiltige Extraktion war unentbehrlich, 
um das in der Muskelsubstanz vorhandene Carnosin vollstiindig 
zu entfernen, da die Anwesenheit selbst geringer Mengen des- 
selben bei der weiteren Untersuchung zu Fehlern fiihren konnte. 
Nach der Extraktion wurden die Muskeln mit einer Presse ab- 
gepreBt, und die auf solche Weise erhaltene Masse, die 800 ¢ 
wog, wurde durch Kochen mit der 5-fachen Menge Salzsiiure, 
spez. Gew. 1,19, im Laufe von 12 Stunden hydrolysiert. Das 
Hydrolysat wurde auf die tibliche Weise verarbeitet und es 
wurden daraus zwei Fraktionen der Aminosiiureester mit den 
Siedepunkten von 60—80° bzw. 80—100° erhalten. Diese 
Fraktionen sollten auch das eventuell vorhandene #-Alanin eut- 
halten. Zur Feststellung des §-Alanins wurde die von Abder- 
halden und Fodor?) vorgeschlagene Reaktion angewendet. 
welche darin besteht, daB der #-Alaninester beim Erhitzen in 
den Acrylsiureester iibergeht, der durch seinen scharfen charak- 
teristischen Geruch leicht zu erkennen ist. Diese Reaktion er- 
gab in bezug auf beide Fraktionen ein negatives Resultat. Da 
diese Reaktion mit einem Gemisch von Aminosiuren ausgefiilrt 
wurde, wurden zur weiteren Feststellung die Aminosiuren i) 
die Kupfersalze iibergefiithrt und diese durch fraktionierte 
Krystallisation in zwei Fraktionen geteilt, die in Wasser 
leichter léslichen Fraktionen der Kupfersalze, in denen sich: 
das #-Alanin befinden sollte, mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
die Aminosituren nochmals in Ester iihergefiihrt und dann 


1) Wi. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 73, 8. 434 (1911). 
2) E. Abderhalden u. E. Fodor, Diese Zs. Bd. 85, 8. 118 (1913). 








Ines 
Die 
eine 
—T(" 
isatz 
bung 
‘lich. 
ndig 
des- 
nnte, 
> ab- 
00 ¢ 
Lure, 
Das 
d es 
den 
Jiese 
ent- 
der- 
ndet. 
nm i 
rak- 
) eY- 

Da 
fihrt 
m 1 
ierte 
asser 
sich 
‘legt. 


dann 


13). 














Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 21 


dieselbe Reaktion wiederholt, welche aber wieder ein negatives 
Resultat ergab. Zur Kontrolle wurde f-Alaninester dargestellt; 
dieser ergal bei denselben Verhiltnissen eine stark positive 
Reaktion. 

Aut diese Weise hat es sich herausgestellt, daB das P-Alanin 
sich in dem Hydrolysat der KiweiBstoffe der Muskeln nicht be- 
findet, was die Vermutung plausibel macht, daB das #-Alanin, 
welches in dem Aufbau des Carnosinmolekiils teilnimmt, sekundir 
aus dem Komplex der Atome von Asparagyl- bzw. Lysyl- 
Histidin gebildet wird. 








Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 


XXVI. Mitteilung. 


Uber einige Eigenschaften des Carnosins und einiger 
Verbindungen desselben. 
Von 


L. Broude. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der 1, Universitit Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juni 1926.) 


Um die Aufklirung der physiologischen Bedeutung des 
Carnosins, welches als spezifischer Bestandteil des Muskel- 
gewebes vorkommt, zu erméglichen, war es von Interesse, die 
Kigenschaften des Carnosins und dessen Verbindungen, welche 
zur quantitativen Isolierung und Bestimmung dieser Base 
dienen kénnen, genauer kennen zu lernen. Deshalb habe ich 
bereitwillig den Vorschlag des Herrn Prof. Dr. Wl. Gule- 
witsch angenommen, die Léslichkeit einiger Verbindungen des 
Carnosins, das Verhalten seiner Lésungen zur alkalimetrischen 
Titrierung, die Geschwindigkeit der Siurehydrolyse zu unter- 
suchen. 

Bevor ich die Resultate meiner Arbeit zusammenfassen 
werde, gestatte ich mir, meinem geehrten Lehrer Herrn Prot. 
Dr. Wl. Gulewitsch, fiir die bestaindige Leitung und Unter- 
stiitzung bei der Arbeit meinen tiefen Dank auszusprechen. 

Das zu dieser Untersuchung nétige Carnosin habe ich 
aus dem Hoénneckeextrakt nach dem von J. Smorodinzew') 
angewandten Verfahren dargestel]t. Die erhaltene freie Base 
wurde aus konzentrierter Lésung durch wiederholtes Ausfiallen 
mit Alkohol gereinigt. 


1) Diese Zs. Bd. 92, S. 228 (1914). 
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I. Aus 0,0942 g der im Vakuumexsiccator getrockneten Substanz 
wurde nach Kjeldahls') Verfahren Ammoniak in einer 16,58 ecm 
n/10-Natronlauge = 0,02323 g N entsprechenden Menge erhalten. 


II. 0,0974 g Substanz gaben nach demselben Verfahren Ammoniak 
in einer Menge, die 16,97 ecm n/10-Natronlauge = 0,02377 g N entsprach. 


Gefunden: Berechnet: 
3 Il. fiir C,H,,0,N, 
N 24,7°/o 24,4°/, 24,8°/, 


Die Bestimmung des spezifischen Drehungsvermégens gab 
folgende Resultate: 


Ill. 0,6774 g Carnosin in Wasser gelést; das Gewicht der Lisung 
12,0427 g; d = 1,0179; 1 = 1 dm; ep = + 1,195°; ¢ = 5,729°/, (die Loésung 
wurde filtriert); [a], = + 20,9°. 

WI. Gulewitsch?) hat fiir ein besonders reines Priparat des 
Carnosins [a]p = + 21,1° bei c = 5,726°/, gefunden. 


Die Loéslichkeitsbestimmung des Carnosinphosphorwolframats. 


Zu einer Lisung von 0,2672 g Carnosin in 1 Liter Wasser 
wurde bis zum volligen Ausfallen 32 com Phosphorwolfram- 
siiure (1:4) zugesetzt; nach 2 Tagen wurde die klare Fliissig- 
keit abfiltriert und in 2 Portionen zu je 500 ccm der Stick- 
stofigehalt bestimmt. Diese Analyse wurde nach dem von 
WL Gulewitsch*%) beschriebenen Verfahren ausgefiihrt. 


IV. Aus 500 cem Filtrat wurde Ammoniak in einer 38,11 ccm 
n/10-Natronlauge = 0,01758 g Carnosin entsprechenden Menge erhalten. 

V. Aus 500 ccm desselben Filtrats wurde Ammoniak in einer 
3,26 ecm n/10-Natronlauge = 0,01843 g Carnosin entsprechenden Menge 
erhalten. 


In 1 Liter wiBriger Fliissigkeit bleiben somit. bei der 
Fiilung durch Phosphorwolframsiure 0,036 g¢ Carnosin gelést. 





‘) In allen Fillen der Stickstoffbestimmung wurde die Argu- 
tinskische Modifikation des Kjeldahlschen Verfahren angewandt. 
W1. Gulewitsch hat darauf hingewiesen [Diese Zs. Bd. 73, S. 434 (1911)j, 
da8 bei der Zerstérung des Carnosins mit einer Mischung von Schwefel- 
siure (ohne Phosphorsiureanhydrid), Kupfersulfat und Kaliumsulfat ein 
merkliches Stickstoffdefizit erhalten wird. 

*) Diese Zs. Bd. 87, S. 10 (1913). 

*) Diese Zs. Bd. 27, S. 178 (1899). 
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Die Loslichkeitsbestimmung des Carnosinmercurisulfats. 

Die Lésung von 0,1918 g Carnosin in 4 Liter Wasser 
wurde mit 1 ccm Schwefelsiiure versetzt und vorsichtig mit 
10°/,iger Mercurisulfatlésung in 5°/,iger Schwefelsiure gefillt: 
es wurden 20 ccm des Reagens bis zum vdlligen Ausfillen 
verbraucht. Nach energischem Umriihren setzte sich die an- 
fangs gebildete Triibung nieder. Nach 4 Tagen wurde die 
klare Flissigkeit abfiitriert, in zwei Portionen zu 2000 ccm 
bzw. 1700 ccm geteilt und nach dem Verdampten der Liésung 
der Stickstoffgehalt bestimmt. 

VI. 2000 eem Filtrat gaben Ammoniak in einer Menge, die 3,02 ccm 
n/10-Natronlauge = 0,01707 g Carnosin entsprach. 

VII. 1700 cem desselben Filtrats gaben Ammoniak in einer 2,50 ccm 
n/10-Natronlauge = 0,01413 g Carnosin entsprechenden Menge. 


Daraus folgt, daB in 1 Liter Fliissigkeit 0,00842 g Car- 
nosin geldst bleibt. 


Alkalimetrie des Carnosins. 


Die Lésungen von Schwefelsiiure und Natronlauge wurden 
gegen die Indicatoren Methylorange, Cochenille, Methylrot, 
Phenolphthalein und ¢-Naphtholphthalein hergestellt. 

VIII. 0,0724 g Carnosin wurden in 25 eem frisch ausgekochtem 
Wasser gelist und in Gegenwart von Methylorange mit Schwefelsiiur: 
titriert. Es wurden 3,08 eem n/10-Schwefelsiure verbraucht. 0,0724 ¢ 
Carnosin entsprechen, fiir eine NH,-Gruppe berechnet, 3,20 ccin einer 
n 10-Lésung. 

Somit verhilt sich das Carnosin gegen diesen Indicator 
als eine einsiiurige Base. 

Fiir weitere Titrierungen wurde eine wibrige Carnosinlésung dar- 
gestellt, welche in 100 cem 1,8115 g Base enthielt. Fiir jede Titration 


wurden je 10 cem dieser Léisung genommen, welche Menge 8,01 ccm 
n/10-Carnosinlésung entspricht. 


Die verbrauchte Menge 


105 0 
Indicator n/10-Schwefelsiure /, berechnet 
IX. 1. Methylorange 7,95 cem 99,3 
2. Cochenille ae 98,3 


Oo 


. Methylrot 
(deutliche rosa Farbe) 7,90 .. 98.6 
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Daraus ist ersichtlich, daB Carnosin sich in Gegenwart 
von Indicatoren: Methylorange, Cochenille und Methylrot als 
einsiiurige Base titrieren lift. 

Gegen Phenolphthalein ist das Carnosin neutral, gegen 
v-Naphtholphthalein sehr schwach alkalisch. a@-Naphthol- 
phthalein, wie auch Phenolphthalein sind fiir die Carnosin- 
alkalimetrie unbrauchbar. 


Aminostickstoffbestimmung. 


X. Formoltitrierung nach Sérensen; 10 cem derselben Carnosin- 
lésung. 


Die Menge der verbr. n/5-Natronlauge 
Indicator : 


in ccm in °/, berechnet 
Phenolphthalein (deutlich rote Farbe) 3,85 96,1 
Phenolphthalein (stark rote Farbe) 3.91 97,6 


Somit JiBt sich das Carnosin nach dem Formolverfahren 
als eine einbasische Siure titrieren. 

XI. Bestimmung im van Slykeschen Apparate. 

a) Der Versuch wurde mit etwa 20 cem 10°/,iger Natriumnitrit- 
lisung (anstatt 30°, nach van Slyke) und 3,5 cem Kisessig aus- 
cefiihrt. 


Stickstoffmenge in °/, 


Gef. ser, 
Dauer N, in eem fiir eine NH,-Gruppe 
4,3 cem Carnosinlés. | 
| l, Std. 18,0(20°,727mm) _ 6,1 6,2 


0,1595 ¢ Base enth. J 


b) Zur Desaminierung wurde eine Lisung von 2¢ Natriumnitrit 
in 6 ccm Wasser und 3 cem Eisessig gebraucht, die Luft durch Kohlen- 
dioxyd verdrinet. 

Stickstoffmenge in °/, 


Gef. Ber. 

Dauer N, in cem fiir eine NH,-Gruppe 
9,0cem Carnosinlis., \, Std. 16,8(22°, 740mm) 6,0 1 
0,1527 @ Base enth,j°°"™" “"™Y™?”™ a 2 


Daraus folgt, daB Carnosin im van Slykeschen Apparate 
bei der Kinwirkung von salpetriger Siure bei Gegenwart von 
Kssigsiiure mit einer NH,-Gruppe, des £-Alaninrestes, reagiert. 


Die Hydrolyse des Carnosins durch Schwefelsdure. 


Fiir die Geschwindigkeitsbestimmung der Carnosinhydro- 
lyse wurde die Formoltitrierung gewihlt. Histidin und 





| 
| 
| 
| 
| 
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8-Alanin, welche bei der Hydrolyse des Carnosins gebildet 
werden, verhalten sich dabei als einbasische Siuren. 


Die Menge der verbrauchten 


XII. Aminosiure Indicator n/5-Natronlauge 
in eem_ in 2/, berechnet 
Histidin 0,4322 g Phenolphthalein 


in 20 cem Wasser gelost (deutlich rote Farbe) 11,0% 79,5") 
Phenolphthalein _ 
(stark rote Farbe) 11,93 85,6 
6-Alanin 0,2670 g Phenolphthalein 
in 20 cem Wasser gelést (deutlich rote Farbe) 14,73 98,3 
Phenolphthalein 
14,79 98,7 


(stark rote Farbe) 

Zu 0,9537 g Carnosin wurde in einem MeBkolben 13,27° 

Schwefelsiure bis zum Gesamtvolumen 50 ccm zugesetzt. Vier 

Proben dieser Lésung zu je 10 ccm wurden abpipettiert und 

am RiickfluBkiihler gekocht. Jede Probe wurde vor der 

Formoltitrierung mit der berechneten Menge kohlensiurefreier 
Kalilauge neutralisiert. 


Die Menge der verbrauchten 


Dauer des Kochens n/5-Natronlauge FoR outer 
in Stunden , . 0 
in ccm in °/, ber. 
. : , Phenolphthalein 
oO» 

XIII. 1 6,22 13,8 (stark rote Farbe) 
3 7,43 88,1 6 
5 T 91,5 
8 7,66 90,9 " 


Die Spaltung des Carnosins bei diesen Bedingungen nach 
5stiindiger Hydrolyse ist somit als vollendet zu betrachten. 





Um die Trennung des Carnosins von Histidin zu erzielen, 
wurde das Verfahren von A. Kossel?) zur Trennung des Ar- 
ginins von Histidin durch Fiillung mit Silbernitrat und Barium- 
carbonat erprobt. 





1) §. P.L.Sérensen, Biochem. Zs. Bd. 7, 8. 77 (1908) hat fiir 
Histidin folgende Werte gefunden: 
Phenolphthalein (deutlich rote Farbe) 76, 78, 74,7°/, 
» (stark rote Farbe) 91, 89, 88,3 ,, 
*) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiologisch- 
und pathologisch-chemischen Analyse. 9. Aufl., S. 577 (1924). 
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0,1477 g Carnosin wurden in 2 ccm Wasser gelist, mit Salpeter- 
siure schwach angesiuert und mit 21,6 ccm Silbernitratlésung (0,09839 n.) 
versetzt (fiir 3 Mol. AgNO, sind 19,9 cem berechnet); dann wurde mit 
Barytwasser schwach sauer gemacht, in 30 cem Wasser aufgeschwemmtes 
Bariumearbonat (1,6 g) zugegeben und die Fliissigkeit erst im Wasser- 
bade, dann auf einem Drahtnetz bis zum beginnenden Sieden erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen wurde der Niederschlag abgesaugt, mit ganz 
schwachem Barytwasser (33 ccm) salpetersiiurefrei gewaschen und zur 
Stickstoffbestimmung verwendet. 

XIV. Ammoniak wurde in einer Menge erhalten, die 2,98 ecm 
n/10-Natronlauge = 0,01685 g Carnosin entsprach, was 11,4°/, der fiir 
diesen Versuch genommenen Menge Carnosin ausmacht. 

Das Filtrat vom erhaltenen Niederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Silbersulfid abfiltriert und ausgewaschen, das 
neue Filtrat samt Waschwasser bis zu 10 cem eingeengt und mit 2,8 eem 
10°), Lésung von Mercurisulfat in 5°/, Schwefelsiiure gefillt. Nach 
3 Tagen wurde der Niederschlag abfiltriert und bis zum Verschwinden 
der Salpetersiiurereaktion mit Wasser gewaschen (das Filtrat wurde beim 
Vermischen mit Waschwasser triibe und beim Stehen bildete sich ein 
geringer Bodensatz). Das Gesamtvolumen Filtrat + Waschwasser betrug 
85 cem. 

XV. Der Quecksilberniederschlag gab Ammoniak in einer Menge, 
die 18,32 eem n/10-Natronlauge = 0,1036 g Carnosin entsprach. Unter 
Beriicksichtigung der Léslichkeit der Mercuriverbindung in Wasser ent- 
spricht diese Menge 70,6°/, der fiir diesen Versuch genommenen Menge 
Carnosin. 


Somit konnte auf diese Weise das Carnosin vom Histidin 


nicht getrennt werden. 

Ebenso erfolglos erschienen die Versuche, durch Fallung 
mit Kaliumwismutjodid und Kaliumquecksilberjodid Carnosin 
vom Histidin zu trennen. Das Verhalten beider Basen gegen 
diese Reagenzien erwies sich bei der qualitativen Probe als 
iiberaus fhnlich. 





| 
| 
| 
| 








Uber stickstoffhaltige 
Extraktivstoffe etiolierter Lupinus-luteus-Keimlinge. 


Von 


A, Tokarewa, 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der I, Universitat Moskau.) 


Der Redaktion zugegangen am 29, Juni 1926). 


Nachdem die im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Ar- 
beiten?) festgestellt hatten, da& das Carnosin ein spezifischer 
Bestandteil des Muskelgewebes ist, war es interessant, zu unter- 
suchen, ob das Carnosin auch in Pflanzen nicht zu finden sei. 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. W1. Gulewitsch unter- 
nahm ich die Aufklirung dieser Frage. Meine Arbeit wurde 
unter der bestiindigen Leitung des Herrn Prof. W]. Gulewitsch 
ausgefiihrt und ich halte es fiir eine angenehme Pflicht ihm 
hier meinen ergebensten Dank auszusprechen. 

3750 g trockene Lupinus-luteus-Samen (70°/, Keimen) 
wurden Ende Dezember bei Zimmertemperatur in dem Ti- 
miriaseff-Forschungsinstitut in Moskau, unter der Leitung 
des Herrn Prof. A. Kiesel, dem ich mir gestatte meinen besten 
Dank auszusprechen, etioliert. 


1) Wl. Gulewitsch und 8S. Amiradzibi, Diese Zs. Bd. 30, 8. 560 
(1900), KR. Krimberg, Diese Zs, Bd. 48, S.22 (1906). W.Skworzow, 
Diese Zs. Bd. 68, 8. 36 (1910). K.Bebeschin, Diese Zs. Bd. 72, 8. 380 
(1911). J. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 80, 8S. 218 (1912); Bd. 87, 8. 12 
(1913); Bd. 92, 8. 228 (1914). S. Demianowski, Diese Zs. Bd. 132, 
S. 110 (1924). S$. Kaplansky, Diese Zs. Bd. 140, 8. 69 (1924). J. Hefter, 
Diese Zs. Bd. 145, 8. 290 (1925). Kein Carnosin jst vorhanden: im Blute 
(J. Torssuef), im Gehirn (G. Tschernof), in der Milch (N. Tol- 
katschewskaja) (nach miindlichen Mitteilungen von den Autoren). 
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17300 g achttiigige Pflinzchen wurden in einer Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert und durch heiBbes Wasser bei 80° 
extrahiert. 83 Liter des erhaltenen Extraktes wurden bis auf 
zwei Liter eingeengt. Dabei fiel ein Niederschlag, der 192 g 
wog und aus heiem Wasser umkrystallisiert wurde. Er er- 
wies sich als Asparagin. 

0,3818¢ lufttrockene Substanz verloren bei 105° 0,0451 g an Gewicht. 

0,1323 g Subst. gaben 22,5 cem N, (21°, 7423 mm Bar.). 

C,H.O,N, + H,O 

Ber. HO 12,0%, N 18,79), 
Gef. » 8s +, 18,8 

Das eingeengte Filtrat vom ausgefallenen Asparagin- 
niederschlag wurde nach der bekannten Quecksilbermethode 
der Untersuchung der Extraktivstoffe des Fleischextraktes be- 
arbeitet.') Dabei wurde nach Zufiigen von Quecksilberoxydsulfat 
ein Niederschlag (4) und ein Filtrat (4) erhalten. Nach Zer- 
setzung des Niederschlages durch Schwefelwasserstoff wurde 
die abfiltrierte Fliissigkeit mit Baryt neutralisiert und eingeengt. 
Daraus wurde erstens mit Silbernitrat bei neutraler Reaktion 
ein Silberniederschlag und dann nach Zusatz von Barytwasser 
ein Silberbarytniederschlag erhalten. Der erste Niederschlag 
wurde mit verdiinnter Ammoniaklésung angeriihrt und mit 
einer ammoniakalischen Lésung von Silbernitrat versetzt. 
Der erhaltene Niederschlag von Silberpurinen war zu_ klein 
um seine Untersuchung zu unternehmen. In dem Ammoniak 
und Silber enthaltenden Filtrat vom Niederschlage der Silber- 
purine wurden nach Entfernen von Silber und Ammoniak mit 
Hilfe der Reaktionen von Jaffé, Weyl und Salkowski Spuren 
von Kreatinin gefunden. Der Silberbarytniederschlag, worin 
das Carnosin enthalten sein kénnte, wurde durch Schwefel- 
wasserstoff vom Silber befreit und eingeengt. Dabei fielen 
2,13 g weiBe Krystalle aus, welche sich als Asparagin erwieseii. 
Das zur Sirupdicke eingedampfte Filtrat von Asparagin zeigte 
eine geringe Linksdrehung (¢ = — 0,24° bei | = 1 dm) und schied 
keine Krystalle aus. Dann wurde die Fliissigkeit mit Quecksilber- 





') Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiologisch- 
und pathologisch-chemischen Analyse. 9. Aufl. S. 861 (1924). 
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kaliumjodidlésung und Salzsaure gefallt um die dem eventuell 
vorhandenen Carnosin beigemengten linksdrehenden Substanzen 
zu entfernen; der Niederschlag war ganz unbedeutend. Da 
das Carnosin krystallisiert und nach rechts dreht, so kann man 
den SchluB ziehen, daB im Silberbarytniederschlag kein Carnosin 
vorhanden war. 

Das Filtrat (B) vom Niederschlag (4) wurde vom Quecksilber 
mit Hilfe von Schwefelwasserstoff befreit, mit Soda neutralisiert, 
bis auf 300 ccm eingeengt und zuerst mit Silbernitrat, dann 
mit Silbernitrat und Bariumhydroxyd gefiallt. Mit Hilfe der 
Reaktionen von Jaffé, Weyl und Salkowski wurde im Silber- 
barytniederschlag eine geringe Menge von Kreatinin gefunden. 
Das von Silber befreite Filtrat vom Silberbarytniederschlag 
wurde mit Sublimat gefallt. Im Niederschlag waren nur 
amorphe Stoffe vorhanden. Nach Entfernen des Quecksilbers 
wurde das Filtrat vom Sublimatniederschlag mit Natrium- 
wismutjodid gefallt. Nach Zersetzen des Niederschlags durch 
Bleioxydhydrat und nach Entfernen des Bleis mit Hilfe von 
Schwefelwasserstoff wurden bei fraktionierter Fallung mit 
waBriger Pikrinséurelésung zwei Pikrate erhalten. 

Das erste Pikrat (0,92 g) wurde aus heiBem Wasser um- 
krystallisiert und erwies sich als Betainpikrat. 

0,1245 g der bei 105° getrockneten Substanz gaben 17,5 ccm N, 
(19°, 761 mm Bar.). 

C,H,(NO,),.0.C;H,,0.N 
Ber. N 16,2°, Gef. N 16,1°/, 

Das andere Pikrat (1,3 g) wurde aus heiBem Wasser um- 

krystallsiert und erwies sich als Kreatininpikrat. 


0,1264 g der bei 105° getrockneten Substanz gaben 27,7 cem N, 
(19°, 746mm Bar.). 
C,H,(NO,),.0H.C,H,ON, 
Ber. N 24,69, Gef. N 24,6%, 


Das Filtrat vom Natriumwismutjodidniederschlag wurde 
durch Bleioxydhydrat zersetzt und dann das Blei durch 
Schwefelwasserstoff entfernt. Die eingeengte Fliissigkeit wurde 
durch Phosphorwolframsiure gefallt und der Niederschlag auf 
die tbliche Weise zersetzt. Aus der eingeengten Fliissigkeit 
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wurden 1,31 g Chloraurat isoliert, dessen Goldgehalt mit dem 
des Carnitinchloraurates stimmte. 
0,3302 g der bei 105° getrockneten Substanz gaben 0,1293 g Au; 
0.2345 g gaben 0,0921 g Au. 
C,H,,0,NCI.AuCl, 
Ber. Au 39,3°, 
Gef. is Me, 39,3 
Gleich dem Carnitingoldchlorid zeigten die nadelférmigen 
Krystalle dieses Stoffes unter Polarisationsmikroskop parallele 
Ausléschungsrichtung und waren der Linge nach negativ. 
Dessen ungeachtet war die isolierte Verbindung mit dem 
Carnitingoldchlorid nicht identisch: war sie doch in heiBem 
Wasser schwer léslich und bei Erkalten einer heiBen Lésung 
schieden sich auf dem Objekttrager sehr rasch kurze, stern- 
férmig gruppierte Niadelchen aus, wihrend das Carnitinchlor- 
aurat in heiBem Wasser leicht léslich ist und sich bei Erkalten 
einer heiBen Liésung in diinnen besenartig gruppierten Nadeln 
langsam ausscheidet. 


Die von mir ausgefiihrte Untersuchung der etiolierten 
Lupinus-luteus-Keimlinge hat also gezeigt, daB in denselben, 
wenigstens in dem Etiolierungsstadium, wenn sie viel Asparagin 
enthalten, kein Carnosin vorhanden ist. In denselben wurde 
eine sehr geringe Quantitat von Kreatinin und Betain gefunden. 
Bekanntlich war das Kreatinin schon friiher in Roggen, Weizen, 
Kartoffeln, Klee, Luzerne und Erbsen'), aber meines Wissens 
noch nicht in Lupinus luteus aufgefunden worden. 


1) M. X. Sulivan, Journ. Amerie. chemic. Soc. Bd. 33, S. 2035 (1911). 

















Uber die Darstellung der Aminosduren 
durch Elektroreduktion der Oximinosdurenester.') 


Von 


An, Anziegin und WI. Gulewitsch. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der 1. Universitat Moskau und ans 
der Abteilung fir biologische Chemie des Russischen wissenschaftlichen chemiscie: 
Instituts.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1926.) 


Wihrend fir die Synthese von e@-Aminosiiuren der Fett- 
reihe viele Methoden bekannt sind, die gute Ausbeuten liefern, 
sind die f-, y- usw. Aminosiuren weniger zuginglich, da so- 
wohl die Ausgangssubstanzen bisweilen schwer zu _beschaffen 
sind, wie auch die bei der Synthese zu erzielenden Resultate 
Ofters viel zu wiinschen itibrig lassen. Zu der sorgfiltigen 
Untersuchung der Eigenschaften der @-Aminosiuren trug in 
hohem Grade die hervorragende Bedeutung bei, welche diese 
Aminosiuren als die wichtigsten Bestandteile des EKiweib- 
molekiils haben. Nachdem aber gezeigt worden war, daB im 
Molekiil des Carnosins ein f-Alaninrest vorhanden ist’), ist 
die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, daB in der lebendigen 
Natur noch manche Aminosiiuren mit einer anderen Stellung 
der Aminogruppe als bei den g-Aminosiiuren vorhanden sind. 
Kine genauere Untersuchung solcher Isomeren ist somit 
wiinschenswert. bei unseren Versuchen zur Auffindung neuer 
Verfahren zur Synthese von Aminosiuren hatten wir auch die 
Absicht zu untersuchen, ob méglicherweise die elegante Methode 





*) Die Darstellung der 9-Aminobuttersiure und der 9-Aminovalcrian- 
siiure dureh Elektroreduktion der entsprechenden Oximinosiurenester 
wurde in einer Inaug.-Diss. des einen von uns (An. Anziegin, Uber 
die d,l-, d- und /-a-Aminovaleriansiuren und iiber die d/-5-Aminovalerian- 
siiure, Moskau [1911] Russisch) beschrieben. 

*) Wl. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 73, 8. 434 (1911). 
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der Elektroreduktion nach Tafel’), welche ausgezeichnete 
Resultate bei der Reduktion verschiedenartiger Koérper gibt, 
auch zur Darstellung von Aminosiiuren verwendbar sei. Das 
Tafelsche Verfahren gestattet bekanntlich den Gang der 
Reduktion genau zu verfolgen, indem man die Wasserstofi- 
mengen, die aus dem Kathodenraum entweichen, mit denjenigen 
vergleicht, welche im Voltmeter entwickelt werden. Diese 
schéne Methode, welche zur Synthese der Aminosiuren bisher 
noch nicht benutzt worden ist, liefert auch in diesem Falle 
cute Resultate. Als Ausgangsmaterial zur Synthese haben wir 
die Oximinosaurenester verwendet, deren Reduktion nach der 
Gleichung: 
R-C(: N-OH)-R’-CO-0-C,H, + 2H, 
= R-CH(NH,)-R’-CO-0-C,H, + H.O 

vor sich gehen sollte. 

Die Oximinosiurenester wurden aus den Estern der ent- 
sprechenden Ketonosiuren nach dem Verfahren von Schiff?) 
dargestellt. Die Reduktion wurde im geschlossenen Tafel- 
schen Apparate an praparierten Bleikathoden ausgefiihrt. In 
denselben Stromkreis wurde ein Wasserstoff-Voltmeter und 
2 Versuchszellen hintereinander eingeschaltet, die gleiche Mengen 
(30—35 ccm) der zu reduzierenden Fliissigkeit enthielten. Die 
Kathodenfliissigkeit haben wir anfanglich durch die Auflésung 
des Oximinosiureesters in einem Gemenge von Alkohol und 
50°/,iger Schwefelsiure bereitet, spiter erwies sich aber vor- 
teilhafter den Hster direkt in 50°/,iger Schwefelsiure unter 
fiuBerer Kiithlung durch Eis und Kochsalz zu loésen, da sich 
die ohne Alkohol bereitete Loésung bei der Elektroreduktion 
weniger erwirmt und die Temperatur bei der Kiihlung mit 
einem (emisch von Eis und Kochsalz nicht iiber 27° geht, 
Wihrend die ‘'emperatur bei der Verwendung alkoholischer 
Lisungen trotz der Kihlung mit der Kiltemischung bis auf 
40° steigt. Die Ausbeuten schwankten zwischen 50—80°/, 
der Theorie. Da die Verarbeitung der Reduktionsprodukte 
sehr einfach ist, darf diese neue Methode als ein gutes 





1) J. Tafel, Chem. Ber. Bd. 33, S. 2209 (1900). 
*) R. Schiff, Chem. Ber. Bd. 28, S. 2731 (1895). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVIII. 3 
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Priparativverfahren zur Synthese der f-, 7- usw. Aminosiiuren 
bezeichnet werden. 


Experimenteller Teil. 


I. Synthese der /-Aminobuttersaure, 
CH, -CH(NH,)-CH,- COOH. 

1. Versuch. Die Kathodenflissigkeit bestand in jeder 
Reduktionszelle aus 13 g Athylester der #-Oximinobuttersiiure, 
13 g Alkohol und 7 g 50°/,iger Schwefelsiure. Die Kathoden- 
fliche betrug 20 qcem. Die Stromstiirke war 4 Amp. Die 
Anodenfliissigkeit bestand aus 50°/,iger Schwefelsiiure. Der 
Versuch dauerte 3 Stunden. Die Stromausbeute machte wihren( 
der ersten halben Stunde bis 93°/, aus, nach 2 Stunden war 
dieselbe nur 11°/, und gegen Ende der Reduktion etwa 4° . 

Sogleich nach Ausschalten des Stromes wurde die Kathoden- 
iliissigkeit ausgegossen, die porése Zelle in Wasser gelegt und 
damit einige Male ausgezogen. Die gesammelten Fliissigkeiten 
wurden durch Eimdampfen von Alkohol befreit, die Schwefel- 
siure durch Bariumhydroxyd, der Uberschu8& des letztere: 
durch Kohlensiiure entfernt, aus der Fliissigkeit Ammoniak 
durch Kochen ausgetrieben und die Liésung zur Sirupdicke 
eingedampft. Der Sirup wurde mit heiBem Alkohol ausgezogen 
und die filtrierte Lésung zur Trockne eingedampft. Der Riick- 
stand wurde in Wasser gelést, mit Tierkohle entfirbt und mit 
Kupfercarbonat gekocht. Aus der filtrierten Lésung krystalli- 
sierten kornblumenfarbige Tafeln aus. 

1,7328 ¢ lufttrockene Substanz verloren bei 110° 0,3610 g an Gewicht. 

C.H,,0,N.Cu+4H,O Ber. H,O 21,2 °/, Gef. H,O 20,8 °,. 

0,3102 g wasserfreies Salz lieferten nach dem Glithen 0,0904 g Cut’. 

C.H,,0,N.Cu Ber. Cu 23,7, Gef. Cu 23,3), 

Die orm und die Farbe der erhaltenen Krystalle stimmten 
init denen des Kupfersalzes der $-Aminobuttersiure tiberein, 
welche im hiesigen Institut von Krebsbach!) aus Crotonsaure 
und Ammoniak dargestellt worden war. Der Irystallwasser- 





1 W. Krebsbach, Uber die d,/-, d- und /-e-Aminobuttersiuren 
und iiber die d,/-3-Aminobuttersiiure , Inaug.-Diss. Moskau, 8, 57 (1906) 
(russisch). 
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gehalt dieses Kupfersalzes kann variieren: waihrend wir darin 
4 Mol. Krystallwasser gefunden haben, enthielt das von Engel?) 
untersuchte Salz nur 18,6 °/, Wasser; Krebsbach hat in einem 
Priparat genau 2 Mol. Wasser (11,9°/,) gefunden, wiahrend 
ein anderes Priparat 21/, Mol. Krystallwasser enthielt (ber. 
14,4 ios gef. 14,6 °/,). 

2. Versuch. Beim zweiten Reduktionsversuch wurden in 


jede Reduktionszelle 33 com einer Lisung von 6,7 g Oxim in 


50 °/,iger Schwefelsiure eingegossen. Die Kathodenoberfliiche 
betrug 27,4 qem, die Stromstirke war 4 Amp. Die Anoden- 
fliissigkeit bestand aus 50°/,iger Schwefelsiture. Die Strom- 
ausbeute war wiihrend der ersten halben Stunde 96—86°/,, 
wihrend der zweiten halben Stunde machte sie 82—66 °/, aus, 
nach 2 Stunden fiel sie bis auf 12°/, und am Ende me Ver- 
suches, welcher 31/, Stunde dauerte, war sie nur 1,5°/,. Der 
Wasserstofiverbrauch betrug fiir 10 ¢ Oxim 3353 ccm, wahrend 
3088 ccm berechnet sind. Die Ausbeute an Kupfersalz machte 


61°/, der Theorie aus. 


II. Synthese der /-Aminovaleriansaure, 
CH,-CH,+CHiNH,)- CH, -COOH. 

Als Ausgangsmaterial diente der ?-Oximinovaleriansiure- 
ithylester, welcher aus dem Propionylessigsiiureiithylester er- 
halten worden war. Zur Darstellung dieses letzteren Esters 
benutzten wir das Verfahren von Blaise’): die Kinwirkung 
von Cyanessigsiiureester auf Magnesiumjodiithyl in itherischer 
Lisung. Der Siedepunkt des erhaitenen Propionylessigsiure- 
esters lag unter einem Druck von 10,5 mm Hg bei 80°; unter 
einem Druck von 17 mm siedet diese Verbindung nach Blaise 
bei 91—92°, 

Die Kathodenfliissigkeit enthielt in jeder Zelle 7 g des aus 
dem Ester dargestellten Oxims, 18 g 50°/, Alkohol und 7 g 
90°), Schwefelsiure. Als Anodenfliissigkeit diente 50°, 
Schwefelsiure. Die Kathodenfliche betrug 20 qem. Die Strom- 
stirke war 4 Amp. Die Hydrierung dauerte 2 Stdn., 40 Min. 


1 


) kad, Bull. Soe. chim. France [2] Bd. 50, S. 102 (1888). 
*) K. Blaise, C. R. Bd. 132, S. 978 (1901). 
3* 
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Die Stromausbeute war 95°/, in der ersten, 80°/, in der 
zweiten halben Stunde und sank gegen Ende des Versuches 
bis auf 2°/,. Die Bearbeitung der Reduktionsprodukte geschal 
auf dieselbe Weise wie bei der Synthese der -Aminobutter- 
siure. Die Ausbeute an der als Kupfersalz isolierten 6-Amino- 
valeriansiure betrug 77°/, der theoretischen. Die Lisung des 
2mal umkrystallisierten Kupfersalzes wurde durch Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Aus dem zur Sirupdicke eingeengten 
Filtrat schied sich -Aminovalerianséure in grofen farblosen 
Tafeln ab, welche 1 Molekiil Krystallwasser enthielten. 


2,2962 g lufttrockene Substanz verloren bei 110° 0,3080g an Gewicht 

C;H,,0,N + H,O Ber. H,O 13,3 %/, Gef. H,O 13,4 °). 

0,2195 g der bei 110° getrockneten Substanz lieferten 23,6 cem N, 
(23°, 754 mm Bar.). 


C,H, ,O,N Ber. N 12,0°/, Gef. N 12,0°),. 


Die noch nicht beschriebene $-Aminovaleriansiure schmilzt 
bei 178—179°. Sie lést sich sehr leicht in kaltem Wasser, 
leicht in heiBem Alkohol und ist in Ather unlislich. Ihre 
wiBrige Lésung reagiert neutral und ist geschmacklos. 


Das Kupfersalz krystallisiert in kleinen kornblumen- 
farbigen Tiifelchen, die 2 Mol. Krystallwasser enthalten. 


_ 2,2992 g lufttrockene Substanz verloren bei 110° 0,2492 ¢ an Gewicht 
C,,H,,0,N,Cu + 2H,O Ber. H,O 10,9 °/, Gef. H,O 10,8 °,. 
0,2664 g wasserfreies Salz lieferten 22,5 ccm N, (16°, 747mm Bar. 
0,4279 g derselben Substanz hinterlieBen nach dem _ Gliihen 
0,1138 g Cud. 
C,)H,,0,N,Cu Ber. N 9,5 °, Cu 21,5 °/,. 
Gef. ,, 9,6 » 2t,S 
Das wasserfreie Salz schmilzt unter Zersetzung bei 235 
bis 236°. 


44,0372 g der Lésung, welche bei 7 stiindigem ununterbrochenen 
Schitteln des iiberschiissigen Salzes mit Wasser im Thermostat bei 
25,0° erhalten und dann rasch filtriert wurde, hinterlieBen nach dem 
Verdampfen 0,2900 g (bei 110° getrocknet). 

Nach dem Verdampfen von 41,2286 g der Loésung, welche unte: 
denselben Bedingungen, aber nach 24stiindigem Schiitteln erhalten wurde, 
blieben 0,2766 g Riickstand. 














oH 
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Somit lésen 100 g Wasser bei 25,0° 0,663 g bzw. 0,675 g 
Salz oder 1g Salz lost sich in 151 g bzw. 148 g Wasser auf.?) 

Benzoyl-6-aminovaleriansiiure CH,-CH,-CH(NH-CO. 
(,H,)-CH,-COOH wnrde nach dem von E. Fischer?) fiir die 
Benzoylierung der Aminosiuren vorgeschlagenen Verfahren 
dargestellt. Die Ausbeute betrug 50°/, der Theorie. Aus 
erkaltender wiBriger Lésung scheidet sich die Substanz in 
warzenformigen Ixrystallen ab, die kein Krystallwasser ent- 
halten. 

0,8222 g lufttrockene Substanz verloren bei 110° 0,0016 ¢ = 0,1 °/, 
an Gewicht. 

0,2172 g der bei 110° getrockneten Substanz lieferten 12,4 ccm N, 
19°, 763 mm Bar.). 

C,.H,,0,N Ber. N 6,3 °/, Gef. N 6,5 °/,. 


Die Substanz schmilzt bei 145—146°. 


45,4996 g der bei 7stiindigem Schiitteln mit Wasser erhaltenen 
Lisung hinterlieBen 0,0938 g Riickstand. 

69,5644 ¢ der bei 24 stiindigem Schiitteln erhaltenen Lésung lieferten 
0.1440 g Riickstand. 


100 g Wasser lésen bei 25,0° 0,2066 bzw. 0,2074 g 
Substanz oder 1g derselben lést sich in 484 bzw. 482 g 
Wasser auf. 

4-Nitrotoluol-2-sulfo-f-aminovaleriansiure CH,- 
CH,-CH[NH-SO,-C,H,(CH,\(NO;)]-CH,-COOH wurde auf die 
libliche Weise durch Schiitteln einer wiibrigen Liésung der 
Aminosiure mit Nitrotoluolsulfochlorid und Natronlauge dar- 
gestellt. Die mit einer Ausbeute von 40°/, der Theorie er- 
haltene Verbindung krystallisiert aus erkaltender wiBriger 
Lésung in kleinen krystallwasserfreien Prismen. Bei 185 bis 
188° wird die Substanz zihfliissig. 


*) i g Kupfersalz der d,/-«-Aminovaleriansiiure list sich bei 25,0° 
in 9200 g Wasser und zur Auflésung von 1 g Kupfersalz der d-c-Amino- 
valeriansdure sind bei 25,0° 4496 g Wasser nétig (An. Anziegin, Uber 
(lie d,l-, d- und /-a-Aminovaleriansiuren und iiber die ¢,/-8-Aminovalerian- 
sdure, Inaug.-Diss. (russisch), Moskau, S. 14 u. 37 (1911). 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 32, S. 2451 (1899). 
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' 0,3370 g lufttrockene Substanz verloren bei 110° 0,0004 g = 0,12°,, 
an Gewicht. 
0,1344 g der bei 110° getrockneten Substanz lieferten 10,8 cem N, 
(17°, 750 mm Bar.). 
C,,H,,0O,N.S Ber. N 8,9 °/, Gef. N 9,1°/, 


76,7526 g der bei 7Tstiindigem Schiitteln mit Wasser erhaltenen 
Lisung hinterlieBen 0,0112 g Riickstand. 

Aus 64,4358 g der bei 24 stiindigem Schiitteln mit Wasser erhaltenen 
Loésung resultierten 0,0094 g Riickstand. 


100 g Wasser lésen bei 25,0° 0,0146 g Substanz oder 1 ¢ 
derselben lést sich in 6852 g bzw. 6854 g Wasser auf. 

§-Naphthalin-sulfo-s-aminovaleriansiure CH,-CH, 
CH(NH-SO,-C,,H,)-CH,-COOH auf die iibliche Weise mit Hilfe 
von f-Naphthalinsulfochlorid dargestellt, scheidet sich aus er- 
kaltender wiiBriger Liésung in diinnen Nadeln aus, die bei 
134,5° schmelzen. 

91,9530 g der bei 7stiindigem Schiitteln mit Wasser erhaltenen 
Lésung lieferten 0,0150 g Riickstand. 

Nach 24 stiindigem Schiitteln hinterlieBen 64,9882 g Lésung 0,0114 ¢ 
Riickstand. 

100g Wasser lésen bei 25,0° 0,0163¢g bzw. 0,0175¢ Substanz 
oder 1 g derselben list sich in 6129 g bzw. 5700 ¢ Wasser. 

a,b-Phenyl-/-ureidovaleriansiure CH,-CH,-CHi(NH: 
CO-NH-C,H,)-CH,-COOH wurde auf die itibliche Weise durch 
Schiitteln der Aminosiure mit Phenylisocyanat in alkalischer 
Lésung dargestellt. Die Ausbeute machte 90°/, der Theorie 
aus. Beim Umkrystallisieren aus heiBem Wasser wird die 
Substanz in sternférmigen Drusen von diinnen Nadeln oder 
langen schmalen Tiafelchen erhalten, die kein Krystallwasser 
enthalten und bei 141,5° schmelzen. Die Substanz ist leicht 
léslich in Alkohol und sehr schwer ldéslich in kaltem Wasser. 

1,2288 g lufttrockene Substanz verloren bei 110° 0,0008 g = 0,07”, 
an Gewicht. 


0,1954 g der bei 110° getrockneten Substanz lieferten 20,5 ccm N, 
(13°, 745 mm Bar.). 


C,.H,,O,Ne Ber. N 11,9°/, Gef. N 12,1°/, 
| | 
1-Phenyl-4-iuthyldihydrouracil, CO CH, 


| | 
NH—-——CH.-C,H; 
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wurde durch Abdampfen der Liésung von Phenylureidovaierian- 
siiure In Salzsiiure (1,12) erhalten. Aus heiS8em Wasser um- 
krystallisiert, scheidet sich die Verbindung in langen, stern- 
férmig gruppierten Nadeln ab, die kein Krystallwasser ent- 
halten und bei 201—202° schmelzen. 

0,1992 g lufttrockene Substanz verloren bei 110° 0,0002 ¢ = 0,10° , 
an Gewicht. 

0,1066 g getrocknete Substanz lieferten 12,1 eem N, (18°, 761 mm 
Bar.). 


C,,H,,0.N, Ber. N 12,8°', Gef. N 13,0° 


a,b-a-Naphthyl-f-ureidovaleriansiure, CH,-CH,- 
CH(NH-CO-NH-C,,)H,)-CH,-COOH wurde durch Schiitteln 
einer alkalischen Lisung von Aminosiiure mit a-Naphthyliso- 
cyanat dargestellt. Die Ausbeute machte 96°/, der Theorie 
aus. Die Substanz scheidet sich aus ihrer Lésung in ver- 
diimntem Alkohol in 6seitigen schmalen Tafeln und Nadeln 
ab, die sternférmig gruppiert sind. Die Verbindung ist krystall- 
wasserfre1 und schmilzt bei 145—146° Beim Zerreiben im 
Achatmorser elektrisiert sich dieselbe stark. 

0,6928 g lufttrockne Substanz verloren bei 110° 0,0002 g = 0,03°,, 
an Gewicht. 

0,1802 ¢ getrocknete Substanz lieferten 15,6 cem N, (17°, 751 mm 
Bar.). 

C,,H,.03Nz Ber. N 9,8°), Gef. N 9,8°/, 

62,1068 g der bei Tstiindigem Schiitteln mit Wasser erhaitenen 

Lisung hinterlieBen 0,0100 g¢ Riickstand. 


Aus 58,7822 g der bei 24 stiindigem Schiitteln mit Wasser erhaltenen 
Lisung resultierten 0,0108 ¢ Riickstand. 


100 g Wasser lésen vei 25,0° 0,0161 ¢ bzw. 0,0184 g Sub- 
stanz oder 1g derselben lést sich in 6210 ¢ bzw. 5442 ¢g 
Wasser. 

1-Phenyl-4-aithyl-2-thiodihydrouracil, 

6 


N(C,H,)—CO 

| | 

CS CH, 

| | 
NH-———CH.-C,H, 


durch Erhitzen der Aminosiiure mit Phenylsenfél bis aut 140° 
dargestellt und aus heiBem Alkohol umkrystallisiert bildet feine 
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garbenformig gruppierte Nadeln. Nach 2 maliger Krystallisation 
schmilzt die Substanz bei 210°. 


III. Synthese der y-Aminovaleriansaure , 
CH,*CH(NH,)-CH,-CH,- COOH. 

Der aus 26 g Lavulinsiureester dargestellte Oximinosiiure- 
ester wurde in 40 ccm 50°/, iger Schwefelsdiure gelést und die 
Lésung wie beim vorstehenden Versuch reduziert. Nach 
21/, Stunden wurde der Versuch infolge starken Aufschiiumens 
der Fliissigkeit unterbrochen. Die deutlich nach Amylalkoho! 
riechende Fliissigkeit wurde mit Ather ausgezogen, von Schwefel- 
siure durch Bariumhydroxyd befreit, filtriert und zur Sirup- 
dicke eingedampft. Die nach lingerem Stehen ausgeschiedene: 
Krystalle wurden abgesaugt und mit 80°/,igem Alkohol aus- 
gewaschen. Aus der eingeengten Mutterlauge wurde eine 
zweite Krystallfraktion erhalten. Die Gesamtausbeute machte 
47°’, der Theorie aus, wobei zu beachten ist, da8 ein Teil 
der Substanz in der letzten Mutterlauge stecken blieb. 

Die y-Aminovaleriansiure wurde als schneeweifes krysta!'- 
wassertreies Pulver erhalten. 

2,1074 g lufttrockne Substanz verloren bei 110° 0,0032 ¢ = 0,2° , 
an Gewicht. 

0,1790 g der bei 110° getrockneten Substanz lieferten 19,3 ecm \, 
(17°, 747 mm Bar.). 

C,H,,O.N Ber. N 12,0°/, Gef. N 12,2°/, 

Die y-Aminovaleriansiure ist geschmacklos, lést sich in 
Wasser leicht auf und ist auch in 80°/,igem Alkohol léslich. 
Der Schmelzpunkt liegt bei 199°; nach Tafel?) schmilzt die 
Substanz bei 193°. Beim Kochen einer wiBrigen Lisung von 
y-Aminovaleriansiure mit Kupfer- bzw. Nickelcarbonat werden 
keine Salze gebildet. 


Aus dem von uns erhaltenen Priiparate der y-Amino- 
valeriansiiure hat Herr K. Nordheim auf Veranlassung des 
einen von uns (G.) einige Derivate dargestellt. Die begonnene 
Arbeit konnte Nordheim aus duBeren Umstinden nicht zu 


1) J. Tafel, Chem. Ber. Bd. 19, S. 2415 (1886). 
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Ende fihren und hier sollen die von ihm erhaltenen Ver- 
bindungen beschrieben werden. 

Benzoyl-y-aminovaleriansaéure, CH,-CH(NH-CO.- 
(.H,)-CH,-CH,-COOH wurde aus erkaltender wabriger Lésung 
umkrystallisiert. 

0,5080 g der im Vakuumexsiceator getrockneten Substanz lieferten 
28,8 eem N, (15°, 741 Bar.). 

' ©, ,H,,0,N Ber. N 6,3°/, Gef. N 6,4%, 

Die Substanz schmolz bei 131,5°, wihrend Senfter und 
Tafel’) den Schmelzp. 182° angeben und nach Fischer und 
Groh?) die Substanz bei raschem Erhitzen gegen 214° schmilzt. 

71,8344 g der bei 24 stiindigem Schiitteln mit Wasser erhaltenen 
Lésung hinterliefen 0,3224 g Riickstand. 

100 g Wasser liésen bei 25,0° 0,4508 g Substanz oder 1 g 
derselben lést sich in 221,8 g Wasser auf. 

4-Nitrotoluol-2-sulfo-y-aminovaleriansaure, CH,- 
CH[NH-SO,-C,H,(CH,\NO,)}-CH,-CH,-COOH wurde aus er- 
kaltender waiBriger Lésung in diinnen Nadeln erhalten, welche 
krystallwasserfrei waren und bei 161° schmolzen. 

1,3664 g lufttrockne Substanz verloren im Vakuumexsiccator 0,0022 g 
= 0,2°/, an Gewicht. 

0.2728 g getrocknete Substanz lieferten 22,1 cem N, (19°, 746 mm 


C,,H,,0,NoS Ber. N 8,9°), Gef. N 9,1, 

a,b-a-Naphthyl-y-ureidovaleriansiure CH,-CH(NH- 
CO-NH-C,,H,)-CH,-CH,-COOH scheidet sich aus erkaltender 
alkoholischer Lésung in mikroskopischen Niidelchen aus, die 
bei 156° schmelzen. 

0,2590 g Substanz lieferten 22,6 com N, (16°, 749 mm Bar.). 

C,,H,.0.N, Ser. N 9,8°, Gef. N 9,9°/. 


1) L. Senfter u. J. Tafel, Chem. Ber. Bd. 27, S. 2313 (1894). 
*) E. Fischer u. R. Groh, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 383, S. 371 
(1911), 











Uber die 
Oxyaminoverbindungen, welche die Biuretreaktion zeigen. 


Von 


Masaji Tomita. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Nagasaki, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juni 1926. 


Die Biuretreaktion der Kiweiékorper ist allgemein bekannt, 
obgleich wir noch nicht wissen, welchem Komplex darin dic 
diese Farbenreaktion bewirkenden Gruppen angehéren. Man 
glaubt, daB diese Reaktion von den aus Proteinen abgebauten 
Aminosiuren nicht gegeben wird. Gelegentlich eines Ver 
suches!), durch Einwirkung von Cyankalium auf Chloroxypro- 
pylphthalimid bei nachheriger Verseifung und Spaltung eine 
neue Oxyaminosiure, nimlich die y-Amino-f-oxybuttersiure 21 
synthetisieren, begegnete ich jedoch der Tatsache, da diese 
Aminosiure auch mit Lauge und Kupfersuliat die genannte 
Reaktion zeigt, und war so vor die Frage gestellt worden, ob 
eine derartige Oxyaminoverbindung etwa eine Rolle in der 
Biuretreaktion der EiweiSkérper spielen kénne. 

Es ist klar, daB bei einer méglichst energischen Zer- 
triimmerung, welche bis zum Auftreten krystallinischer Pro- 
dukte von bekanntem oder erkennbarem Bau fihrt, labile 
Bausteine sich weiter zersetzen miissen als bei gelinder Spal- 
tung. Man kann auch annehmen, da’ im Proteinmolekii 
auBer den bekannten w-Aminosiuren noch andere Arten vou 
Aminosiuren vorhanden sind; wir diirfen nicht iibersehen, dab 
es bis jetzt bei keinem einzelnen Eiwei8kérper gelungen ist, 
100°/, der Spaltprodukte zu isolieren. 





1) Diese Zs. Bd. 124, 8. 253 (1923). 


o 
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Als Grundtypen fiir die Verbindungen, weiche die Biuret- 
reaktion geben kénnen, bleiben nach Schiff!) die folgenden: 


LONE? /CONH, CO—NH, 
NH CH, 

\CONH, \CONH, CO—NH, 

Biuret Malonamid Oxamid, 


Kine zu dieser Reaktion geeignete Verbindung mui nach 
ihm im Molekiil mindestens 2 Gruppen, —CONH,, —CSNH,, 
—CONH)NH,, zum Teil auch —CH,NH, in offener Kette, nicht 
in ringformiger Bindung, enthalten und diese Gruppen diirfen 
unter sich durch nicht mehr als 1 Atom Kohlenstoff oder 
Stickstoff vereinigt sein. Es entging ihm also, dab die Gruppe 
—CH(OH)CH,NH,, wie bei der y-Amino--oxybuttersiiure, auch 
diese Reaktion zeigt. 

Im folgenden seien die im Molekiil die Gruppe —CH/(OH) 
CH,NH, enthaltenden Aminoverbindungen, von denen ein 
natiirliches Vorkommen bisher noch nicht bekannt geworden 
ist, Zzusammengestellt. 


CH,NH, GH.NH, CH,NH, CH,NH, 
| | | | 
CHOH CHOH CHOKE CHOH 
| | | | 
COOH CH,C! CH,O1 CH,NH, 
Tsoserin 1-Chlor-2-oxy- 1,2-Dioxy- 2-Oxy-1, &- 
3-aminopropan propylamin diaminopropan 
CH, NH CH, NH, CH,NH, 
| | | 
CH,NH, CHOP CHOH CHOH 
| | | 
CHOH CH, CH, CH, 
| | | | 
CH, CH, CHNH, CHO 
| | | 
COOH COOH COOL COOH 
y-Amino-/- d-Amino-y-oxy- y-Oxy- )-Amino-a,y-dioxy- 
oxybuttersiiure valeriansiure ornithin valeriansiure, 


Wie bei den Zuckerarten, so beanspruchen auch in anderen 
Gruppen die Substanzen der 3-Kohlenstoffreihe ein besonderes 
Interesse, da eine groBe Anzahl physiologisch wie rein chemisch 
wichtiger Substanzen hierhin gehdrt. Die in dieser Reihe 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 299, S. 236 (1898). 
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vornehmlich in Betracht kommenden Substanzen sind Glycerin, 
Isoserin und 1,2-Dioxypropylamin. 

Diese Verbindungen stehen untereinander in naher Be- 
ziehung; die letzte kann im Tierorganismus aus Oxyamino- 
siuren gebildet werden und bietet dadurch ein groBes Inter- 
esse, daB sie gewissermafen eine Briicke von Fett zu Eiweil- 
kérper schlagt, genau so wie das Glucosamin als Zwischen- 
clied von einfachen Zuckerarten und Aminosiuren auftreten kann. 

Wenn man nun mit Erfolg die Konstitution des natiirlich 
vorkommenden Carnitins ermitteln will, so ist eine genauere 
chemische Kenntnis der betreffenden Aminooxyséuren durchaus 
erforderlich, weil namlich, wie in meiner friiheren Mitteilung" 





erwaihnt, diese Substanz als Oxybetain — niamlich Trimethy]- 
oxybutyrobetain aufgefaBt wird. 

CH,NH, CH,N=(CH,); CH,N=(CHs), 

| Ca —— 

CHOH CHOH CH, | 

| oder | | 

CH, CH, CHOH 

| | | | | 

COOH ooO—-o i) 

y- Amino--oxy- Carnitin. 


buttersiiure 

Nicht ausgeschlossen ist auch die Anschauung, dab diese 
Aminooxysiure in Acetonkérper iibergehen kann. 

Im AnschluB an diese Betrachtungen haben mich die Be- 
ziehungen der d-Amino-y-oxyvalerianséure zur Oxyglutamin- 
siure von Dakin und zum Oxyprolin von Fischer interessiert. 
Sie seien kurz durch folgende Formeln zum Ausdruck gebracht. 


COOH 
CH,NH, OHNH, H 1 
| | _cC__c¢r 1()_.C——-0- 
CHOH cHoH HO-C—CH, die ais a, 
| | | | 
CH; CH, H.C CH,—COOH H,C CH—COOH 
CH, CH, Yu, a 
| | H 
COOH COOH 
d-Amino-y- Oxyglut- d-Amino-y-oxy- Oxyprolin. 
oxyvalerian- amin- valeriansiiure 


siure siiure 





1) Diese Zs. Bd. 124, S. 258 (1928). 
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Endlich hat sich das Interesse dem Oxyornithin in er- 
héhtem MaBe zugewandt. Man hat oft die Bedeutung von 
Oxyaminosduren und Diaminosiiuren darin erblickt, daB ihre 
drei aktiven Gruppen ihnen unter anderem die Miéglichkeit 
bieten, sich gleichzeitig auf dreifache Art mit anderen Amino- 
siuren zu verbinden. y-Oxyornithin steht strukturell dem 
Ornithin am niachsten, welches bei der hydrolytischen Spaltung 
des Arginins im Tierorganismus entsteht. 


CH,NH, CH, NH. 

| 

CHOH CH, 

; 

CH, CH, 

CHNH, CHNH, 

| 

COOH COOH 
a,0- Diamino-y-oxy- Ornithin. 

valeriansaure 


(y-Oxyornithin) 

Ein groBes Interesse bietet die kiirzlich von W. Traube 
und W. Fischer?) synthetisierte 0-Amino-a,y-dioxyvalerian- 
siure, weil sie, wie leicht begreiflich, groBe Abnlichkeit einer- 
seits mit der von mir dargestellten d-Amino-y-oxyvaleriansiiure 
und andererseits mit dem Oxyprolin zeigt. 


CH,NH, CH,NH, CH,NH 

| | 
CHOH CHOH CHOH 

| | i 

CH, CH, CH, 

| | | | 
CH, CHOH ol 

| | | 
COOH . COOH COOH 

d-Amino-y-oxy- 0-Amino-a,y-dioxy- Oxyprolin. 
valeriansiure valeriansiure 


Ks wire verfriiht, zu vermuten, daB alle Proteine diese 
Aminokérper zu ihren Bausteinen zihlen. Ebenso will ich 
vorliufig die Frage nicht aufrollen, ob diese Verbindungen vom 
Organismus aus anderen Aminosiiuren gebildet werden kinnen 
oder ihrerseits das Ausgangsmaterial zur Bildung von anderen 
Aminosiuren darstellen. 





) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, S. 167 (1924). 
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vornehmlich in Betracht kommenden Substanzen sind Glycerin, 
Isoserin und 1,2-Dioxypropylamin. 

Diese Verbindungen stehen untereinander in naher Be- 
ziehung; die letzte kann im Tierorganismus aus Oxyamino- 
siuren gebildet werden und bietet dadurch ein groBes Inter- 
esse, daB sie gewissermafen eine Briicke von Fett zu Eiweif- 
kérper schlagt, genau so wie das Glucosamin als Zwischen- 
glied von einfachen Zuckerarten und Aminosiuren auftreten kann. 

Wenn man nun mit Erfolg die Konstitution des natiirlich 
vorkommenden Carnitins ermitteln will, so ist eine genauere 
chemische Kenntnis der betreffenden Aminooxysduren durchaus 
erforderlich, weil namlich, wie in meiner friiheren Mitteilung' 


erwahnt, diese Substanz als Oxybetain — namlich Trimethy]- 
oxybutyrobetain — aufgefaBt wird. 
CH,NH, CH,N=(CH,), CH,N=(CH,), 
— io gg 
CHOH CHOH CH, | 
oder | | 
CH, CH, | CHOH | 
| | | | | 
COOH CcOoO——O ooO——0 
v- Amino-6-oxy- Carnitin. 
buttersiiure 


Nicht ausgeschiossen ist auch die Anschauung, dab diese 
Aminooxyséure in Acetonkérper iibergehen kann. 

Im AnschluB an diese Betrachtungen haben mich die Be- 
ziehungen der d-Amino-y-oxyvalerianséure zur Oxyglutamin- 
siure von Dakin und zum Oxyprolin von Fischer interessiert. 
Sie seien kurz durch folgende Formeln zum Ausdruck gebracht. 

COOH 
CH,NH, CHNH, 


| | 2 i, 
cHoH 46cgon SO-C HO -—-C——CH, 


| | } | | | 


H H 


i. " | | 
CH; CH, H.C CH,—COOH H,C CH—COOH 
CH, CH, Ya. — 
| ; H 
COOH COOH 
d-Amino-y- Oxyglut- d-Amino-y-oxy- Oxyprolin. 
oxyvalerian- amin- valeriansiiure 


siiure siiure 





1) Diese Zs. Bd. 124, S. 253 (1923). 
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Endlich hat sich das Interesse dem Oxyornithin in er- 
hoéhtem MaBe zugewandt. Man hat oft die Bedeutung von 
Oxyaminosauren und Diaminosiiuren darin erblickt, daB ihre 
drei aktiven Gruppen ihnen unter anderem die Mdéglichkeit 
bieten, sich gleichzeitig auf dreifache Art mit anderen Amino- 
siuren zu verbinden. y-Oxyornithin steht strukturell dem 
Ornithin am nachsten, welches bei der hydrolytischen Spaltung 
des Arginins im Tierorganismus entsteht. 


CH.NH, 1H, NH, 

| | 

CHOH CH, 

CH, CH, 

| 

CHNH, CHNH, 

| | 

COOH COOH 
a,0- Diamino-y-oxy- Ornithin. 

valeriansiure 


(y-Oxyornithin) 

Kin groBes Interesse bietet die kiirzlich von W. Traube 
und W. Fischer’) synthetisierte 0-Amino-¢,y-dioxyvalerian- 
siiure, weil sie, wie leicht begreiflich, groBe Ahnlichkeit einer- 
seits mit der von mir dargestellten d-Amino-y-oxyvaleriansiiure 
und andererseits mit dem Oxyprolin zeigt. 


CH,NH. CH,NH., CH,NH 

| | 
CHOH CHOH CHOH 

| | i 

CH, CH, CH, 

| | | | 
CH, CHOH ee 
| | | 

COOH COOH COOK 

d-Amino-y-oxy-  0-Amino-«,y-dioxy- Oxyprolin. 
valeriansiure valeriansaiure 


Es wire verfriiht, zu vermuten, da alle Proteine diese 
Aminokérper zu ihren Bausteinen ziahlen. Ebenso will ich 
vorlaufig die Frage nicht aufrollen, ob diese Verbindungen yom 
Organismus aus anderen Aminosiuren gebildet werden kénnen 
oder ihrerseits das Ausgangsmaterial zur Bildung von anderen 
Aminosiiuren darstellen. 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, S. 167 (1924). 





i 
| 
| 
i 
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Von der Erwigung ausgehend, daB diese Verbindungen, 
wie oben erwihnt, wegen ihrer beziehungen zu anderen Sub- 
stanzen, denen iiberhaupt die Proteine ihre Entstehung ver- 
danken, vielleicht doch einmal als Abbauprodukte der Proteine 
gefunden werden, habe ich es zur Erforschung der Konstitution 
des EiweiBmolekiils fiir wiinschenswert gehalten, diese Amino- 
oxyverbindungen zu synthetisieren und ihre Eigenschaften zu 
verfolgen. 

Das Vorkommen dieser Oxyaminosiuren im Protein scheint 
uns um so mehr modglich zu sein, wenn man das Verhiltnis 
von Stickstoff zu Sauerstoff im EKiweifmolekiil beriicksichtigt. 
Tatsichlich ist nun in allen Kiweibkérpern der Sauerstoffgeha't 
bedeutend héher. Man hat diese Tatsache zu erklaren ver- 
sucht durch den Hinweis auf die Gegenwart gréBerer Mengen 
an Oxyaminosiiuren oder Monoaminodicarbonsauren. Die Di- 
carbonsiiuren haben wohl dabei deshalb auszuscheiden, weil 
durch Osborne?) und Thierfelder?) so gut wie sicher- 
gestellt ist, dai die 2. Carboxylgruppe etwa der Glutaminsiure 
oder anderer Aminodicarbonsaiuren im Eiweif nicht frei ist, 
sondern als CO-NH,-Gruppe vorhanden, also auch hier das 
Verhiltnis O:N = 1:1 gewahrt wird.*) 

Ferner wird man daran denken miissen, daB bei der 
Desaminierung von Aminosiiuren im Stoffwechsel der Lebe- 
wesen, wie Max Bergmann‘) betont hat, das Vorkommen von 
Oxyaminosiiuren mit benachbarter Hydroxyl- und Aminogruppe 
sehr beachtenswert ist, da diese Oxyaminosiiuren besonders zu 
dieser hydrolytischen Desaminierung neigen. 

In meiner friiheren Mitteilung®) berichtete ich iiber die 
Synthese der 7-Amino-f-oxybuttersiure. Die Synthese verliuit 
sehr glatt, wenn man von dem Cyanoxypropylphthalimid aus- 


1) Osborne u. Mitarb., Jl. of Biol. Chem. Vol. 22, S. 259 (1915). 

*) H. Thierfelder u. Sherwin, Diese Zs. Bd. 94, 8S. 1 (1915); 
H. Thierfelder u. v. Cramm, Diese Zs. Bd. 105, S. 58 (1919). 

5) P. Brigl u. R. Held, Diese Zs. Bd. 152, S, 230 (1926). 

4) Diese Zs. Bd. 143, S. 115 (1925). 

5} Diese Zs. Bd. 124, S. 253 (19253). 
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seht. Die sich vollziehenden Reaktionen kénnen durch folgende 
Gleichungen wiedergegeben werden: 


MOO. 
C,H | >N—CH,—CHOH—CH,Cl + KON = 
ase 
es, 
C.H4< ‘N-—CH.—CHOH—CH,CN + KCi. 
SCOv 
Cyanoxypropylphthalimid. 
oe 
C.Hy< > »,CHOH-CH,CN + 4H,0 = 
Sco 


/LOOH 
CH.NH,-CHOH-CH,-COOH + NH, + C,H, XK 
COOH . 


y-Amino-6- oxy buttersiiure. 


Diese Aminosiure gibt eine Biuretreaktion, verwandelt 
sich beim Erhitzen unter Abgabe von Wasser in ein Anhydrid, 
Oxypyrrolidon. Ihr Trimethylbetain ist vermutlich dem in 
Hleischextrakt vorkommenden Carnitin identisch. Durch ge- 
ringe Léslichkeit in neutralen organischen Lésungsmitteln und 
den positiven Ausfall der Ninhydrinreaktion gleicht sie den 
anderen isomeren Aminooxybuttersiiuren; doch hat sie keinen 
Geschmack. 

Zur Darstellung des I[soserins benutzte ich das Verfahren 
von Fischer und Leuchs.') Diese Oxyaminosiure zeigt, wie 
erwartet, mit Lauge und Kupfersultat eine blauviolette Farbe, 
was bis jetzt nirgends erwiéhnt ist. 

Chloroxyaminopropan habe ich nach dem Verfahren von 
Gabriel und Ohle*) synthetisiert. Durch Kinwirkung von 
Ammoniak auf diesem Kérper wurde das 1,2-Dioxy-3-amino- 
propan dargestellt. Beide Propane geben eine Biuretreaktion. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Synthese von 0-Amino-y- 
oxyvaleriansiiure benutzte ich Chloroxypropylphthalimid und 
Natriummalonester in der Erwartung, da sie sich nach der 
Gleichung 





') Chem. Ber. Bd. 


aC 
*) Chem. Ber. Ba. 50, S. 820 (1917). 
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COOC,H, 
80. i 
CH,’ N-CH,-CHOH-CH,Cl+Na-C-H = 
COOC,H,; 

CO0C.H, 

PO | 

NaCl + C,H N-CH,-CHOH-CH,-C-H 

CO’ | 

COOC,H,; 


umsetzen wiirden. Wihrend das Chior des Chloroxypropy|- 
phthalimids durch organische Radikale ersetzbar ist und 
andererseits die Natriumsalze der Methylenverbindungen im 
allgemeinen leicht mit aliphatischen Chlorverbindungen rea- 
gieren, treten hier diese beiden Tendenzen zuriick, und es 
iiberwiegt die Neigung zum Eingehen einer Additionsreaktiou. 

In Ubereinstimmung mit der angegebenen Konstitution 
ist die Zersetzung, welche der neue Koérper bei der Behand- 
lung mit Salzsiure erleidet, denn er zerfillt gemiB folgender 
Gleichung: 


COOC,H, 
vag (OO | 
on, SN-CH,-CH-CH,+CH + 2H,O + 2HCl = 
\co’ | | 
OH COOC,H, 
COOH 
CH,NH,-CHOH-CH,-CH,-COOH + CO, + 20,H,Cl + C,H. 
COOH. 


)-Amino-y-oxyvaleriansiiure. 


Die neue Oxyaminosiure zeigt Biuretreaktion und bildet 
mit Pikrolonsiure ein gut krystallisierendes Salz. Man _ be- 
kommt dabei zugleich ein Pikrolonat einer um 1 Molekii! 
Wasser irmeren Verbindung. Diese Anhydrisierung der Amino- 
siure soll der Regel nach in der Richtung einer Lacton- 
bildung verlaufen. 

Bei dieser Malonestersynthese werden nebensiichlich zwei 
Arten von Phthalimidverbindungen synthetisiert. Kine youn 
ihnen schmilzt bei 197° und die andere bei 205°. Die letztere 
krystallisiert sehr schén nadelférmig und liefert durch Spaltung 
mit Schwefelsiure eine biuretgebende Substanz, welche bei 
277° schmilzt. 

Vom Chlorvalerolacton-carbonsiureester ausgehend, habe 


me | J 














i 
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ich nach Angabe von Traube und seinen Mitarbeitern!) zu- 
erst das 0-Amino-y-valerolacton-g-carbonsiureamid synthetisiert, 
das bei der Kinwirkung von Brom das #-Brom-§’-oxy-a-piperi- 
don-8-carbonsiiurelacton lieferte. Das Brom dieses letzteren 
lieB sich nun durch Hydroxyl austauschen, wobei das /,5’-Di- 
oxy-c-piperidon-f-carbonsiurelacton entstand. Durch Kohlen- 
siureabspaltung mit Schwefelsiure bekam ich daraus die 
d-Amino-a,y-dioxyvaleriansiure, welche mit Lauge und Kupfer- 
sulfat eine blauviolette Farbe zeigt, was die genannten Autoren 
nicht angaben. 

Die Synthese des y-Oxyornithins ist schon in Angriff ge- 
nommen worden. Durch passende Behandlung des nach 
S. P. L. Sérensen leicht zugiinglichen Natriumphthalimid- 
malonesters”) mit Chloroxypropylphthalimid wurde /-Oxy-;- 
phthalimidpropyl- phthalimidmalonester 





COOC,H, 
CO. | CO. 
COv CQO? 
COOC,H, 


dargestellt und daraus haben wir durch Verseifung und Spal- 
tung vy-Oxyornithin synthetisiert. 

Um die Frage zu lésen, ob die Biuretreaktion dieser 
Oxyaminosiiuren durch Kuppelung mit anderen Aminosiuren 
in Siureamidverkettung verstarkt wird, habe ich durch Kuppe- 
lung von y-Amino-f-oxybuttersiiure mit Chloracetylchlorid und 
nachherige Behandlung mit Ammoniak das entsprechende [Di- 
peptid erhalten, welches aber keine Verstiirkung der benannten 
Farbenreaktion liefert. Im Gegenteil wird diese Reaktion 
von diesem Dipeptide nicht gegeben, was zur Beweisfiihrung 
meiner Anschauung dient, daf die die Biuretreaktion be- 
Wirkenden Oxyaminogruppen im LEiweifmolekiile wenigstens 
zum Teil endstiindig liegen. 


) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1861 (1923); Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 440, S. 167 (1924). 
) Diese Zs. Bd. 44, S. 454 (1905). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLYVIII. 4 
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' Fernerhin hegt es im Plane der Untersuchung, durch 
biologische sowie chemische Versuche der Frage niiher zu 
treten, ob diese Oxyaminosiuren als Abbauprodukte der 'i- 
weiBkérper gefunden werden, oder ob diesen Substanzen 
irgendeine physiologische Bedeutung zukommt. 

Diese Versuche, die fortgesetzt werden, wurden ausgefihrt 
mit Mitteln des Kultusministeriums zur Férderung der Wissen- 
schaften. 


Experimentelles. 


Isoserin, 
CH,NH,—CHOH—COOH. 


Zur Darstellung des Isoserins benutzte ich das Verfahren 
von KE. Fischer und H. Leuchs.?) 

20 g §-Chlormilchséure, die nach Angabe von V. von 
Richter?) durch Einwirkung von Salpetersiure auf Epichlor- 
hydrin leicht herzustellen ist, werden mit 200 g Ammoniak von 
23°/, 1m eisernen Autoklaven 4 Stunden auf 130° erhitzt. 
Nach dem Verdampfen des iiberschiissigen Ammoniaks wird 
der Riickstand in 800 ccm Wasser gelist, mit Bleioxyd ge- 
kocht, bis das Ammoniak verschwunden und die Lésung fast 
chlorfrei geworden ist. Das Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff 
gefallt und die Mutterlauge bis zur Krystallisation verdampft. 
Die Krystalle werden nach mehrstiindigem Stehen im His- 
schrank filtriert und aus heifem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle umkrystallisiert. Ausbeute 11 g. 


0,1282 g Substanz gaben 0,1608 g CO,, 0,0779 g H,O. 


0,1053 g . » 12,5 cem N (22°, 762 mm). 
C,H,O,N Ber. C 34,26°/, H 6,73°/, N 13,82°/, 
Gef. ,, 34,16 , 6,74 » 18,41 


Die Siure lést sich leicht in heibem Wasser, dagegen 
fast nicht in Alkohol, Ather, Chloroform und Essigester. Sie 
schmilzt gegen 242° unter Zersetzung. 

Wie erwartet, zeigt das Isoserin Biuretreaktion. 





1) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3787 (1902). 
*) Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 20, S. 193 (1879), 
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1-Chlor-2-oxy-3-aminopropan, 
Cl—CH, - CH(OH)- CH, - NH,. 

Diese Substanz ist bereits 1891 von R. Schiff!) als Epi- 
chloramin beschrieben worden; er hat sie durch Hydrolyse 
des Kérpers C,H,,NO, gewonnen, der aus Epichlorhydrin, 
Ammoniak und Acetessigester entsteht. Nach dem Verfahren 
von Gabriel und Ohle’) habe ich diese Base aus Chloroxy- 
propylphthalimid durch Kochen mit Salzsiiure als Chlorhydrat 
synthetisiert. 

Mit 200 ccm Salzsiiure von 20°/, gekocht, geht das Chlor- 
oxypropylphthalimid (50 g) bald in Lésung; nach 4 stiindigem 
Kochen ]aBt man die klare Fliissigkeit erkalten, filtriert von 
der Phthalsiure ab und dampft das Filtrat im Vakuum zum 
Sirup ein, bis kein Wasser mehr entweicht. Der Sirup wird 
in 20 ccm heiBem, absolutem Alkohol gelést, wonach sich beim 
Krkalten farblose Bliittchen vom Schmelzp. 104° ausscheiden. 

0,2475 g Substanz verbrauchten 17,04 '/,, n-AgNO. 

C,H,NOCI, Ber. Cl 24,31°/, 
Gef. ,, 24,41 

Die Substanz ist in Wasser sehr leicht léslich. Sie zeigt 

eine schwache Biuretreaktion. 


1, 2-Dioxy-3-aminopropan, 
CH,NH,—CHOH— CH, OH. 

8 g Chloroxyaminopropanchlorhydrat werden in wenig 
Wasser gelést, mit frisch gefilltem Silberoxyd versetzt und 
die vom Chlorsilber abfiltrierte Liésung wird mit Schwefel- 
wasserstoff gefillt. Das Filtrat wird nun unter vermindertem 
Druck stark eingeengt, von ausgeschiedenem Schwefel ab- 
filtriert, mit 50 g Ammoniak von 35°/, im eisernen Autoklaven 
5 Stunden auf 140° erhitzt. Nach dem Verdampfen des iiber- 
schiissigen Ammoniaks wird der Riickstand mit 94°/, Alkohol 
extrahiert. Die alkoholischen Ausziige werden mit alkoholischer 
Pikrolonsiurelisung versetzt. Das entstandene goldgelbe 
Pikrolonat wird nach einem Tage abgesaugt und zur Rei- 





) R. Schiff, Beilstein I, S. 1174. 
*) Gabriel u. Ohle, Chem. Ber, Bd. 50, S. 822 (1917). 
4* 








a 
} 
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a 


nigung aus siedendem Wasser umkrystallisiert. Gegen meine 
Erwartung, 1,3-Diamino-2-oxypropan zu erhalten, bekam ich 
hier, wie die folgenden Analysendaten zeigen, das Pikrolonat 
des #-y-Dioxypropylamins vielleicht dadurch, da das Chlor- 
oxyaminopropan schon mit frisch gefilltem Silberoxyd verseift 
und in seinen Atomkomplex eine Hydroxylgruppe eingefiihr' 
wurde. 
0,1341 g Substanz gaben 0,2184 g CO, und 0,0527 g H,0. 


0,2194 g m » 38,7 ecem N (21,5°, 757 mm). 
C,H,,.N,0-C,H,N,O, Ber. C 44,08°/, H 5,12°/, N 23,73 9, 
C,H,NO, wi C, H.N,O; 9 3) 43,92 9 4,82 ” 19,72 


Gef. ,, 44,41 »» 4,39 »» 19,85 
Die alkalische freie Base gibt eine schéne Biuretreaktion. 


i-Cyan-2-oxypropyl-3-phthalimid, 
CO 

C,H,~  \SH—CH,—CHOH—CH,CN. 
\co”% 

In meiner friiher veréffentlichten Abhandlung!) wurde die 
Uberfiihrung des Cloroxypropylphthalimids in das entsprechende 
Nitril beschrieben. Ich habe jetzt, vom Jodoxypropylphthalimid, 
das nach Angabe von Gabriel und Ohle?*) durch Einwirkung 
von Jodnatrium auf Chloroxypropylphthalimid leicht herzustellen 
ist, ausgehend, das Cyanoxypropylphthalimid dargestellt. 

33 g¢ Jodoxypropylphthalimid werden in 200 ccm abso- 
lutem Alkohol heif gelést, dann 12 g Cyankalium in 50 ccm 
Wasser zugegeben. Die klare Flissigkeit wird 3 Stunden unter 
dem RiickfluBkihler gekocht und nach dem Erkalten abgesaust. 
Die abgesaugte Lisung wird unter vermindertem Druck ver- 
dampft und der Riickstand wird mit absolutem Alkohol er- 
schépft. Die vereinigten alkoholischen Ausziige werden nun zur 
Krystallisation eingedampft. Man gewinnt so das ziemlich 
reine Nitril in einer Ausbeute von etwa 50°, der Theorie. 
Fiir die Analyse wird die Verbindung aus heiBem Benzol um- 
krystallisiert. 





1) Diese Zs. Bd. 124, S. 255 (1922). 
*) Chem. Ber. Bd. 50, 8. 820 (1917). 
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0,0775 g Substanz gaben 0,4015 g CO, und 0,0692 g H,0O. 


0,1652 ¢ 9 5» AtTeem N (13°, 758 mm). | 
C,.H,)N.03 Ber. C 62,58 °/, H 4,38°/, N 12,16 °/, 
Gef. ,, 62,39 4,41 , 12,07 | 


Der Schmelzpunkt der Substanz liegt bei 132°. 


1-Cyan-2-benzoylpropy]-3-phthalimid, 
Jo 
CHK SN—CH,—CH(C,H,C00)—CH,CN . 
CO 
| g Cyanoxypropylphthalimid wird in wenig Pyridin heib 
eelést, dann 2 Mol Benzoylchlorid zugegeben. Die rotlich ge- 
firbte Fliissigkeit wird 15 Minuten im Wasserbade erwiirmt 4 
und dann mit viel Wasser versetzt, wobei das braune Ol sich 
ausscheidet, das allinithlich krystallinisch erstarrt. Zur Rei- 
nigung krystallisicrt man die Substanz aus Benzol um. Sie 
schmilzt bei 109°. 


0,1647 g Substanz gaben 0,4117 g CO, und 0,0625 g H,O. 


0,1592 g ™ » 10,9 cem N (11°, 762 mm). 
C,5H,4N,O,4 Ber. C 68,23°/, H 4,22°/, N 8,38 °/, 
Gef.  ,, 68,11 5 4,24 »» 9,14 


Chloracetylverbindung der 7-Amino--oxybuttersaure, 
CH,NH(CO—CH,Cl)—CHOH—CH, —COOH. 

6 g y-Amino-3-oxybuttersiure werden in 68 ccm Normal- 
Natronlauge gelést, auf 0° abgekiihlt und dann unter starkem 
Schiitteln abwechselnd in kleinen Portionen 6 g Chloracetyl- 
chlorid, das mit der 4fachen Menge Ather verdiinnt ist, und 
102 cem Normal-Natronlauge zugegeben. Sobald der Geruch 
nach Chloracetylchlorid verschwunden ist, wird die Flissigkeit 
mit 20,4 ccm 5Sfach Normalsalzsiiure iibersiittigt. Jetzt wird 
die Lisung unter stark vermindertem Druck eingeengt und 
von den abgeschiedenen Saizkrystallen abgetrennt, die Mutter- 
lauge zur Trockne verdampft und mit heiBem Methylalkohol 
extrahiert. Der durch Verdampfen dieser methylalkcholischen 
Liésung erhaltene Sirup wird jetzt mit heiBem Alkohol er- 
schépft und die alkoholischen Ausziige werden mit Ather ge- 
fallt. Da nun der Niederschlag sehr hygroskopisch ist, kann 
man die Verbindung nicht in analysenreinem Zustande er- 
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halten. Zur Weiterverarbeitung benutzt man den nach Ein- 
dampfen der alkoholischen Lésung erhaltenen Sirup. 


Glycyl-;-amino-5-oxybuttersaure, 
NH,—CH,-—CO—NH—CH,—CHOH—CH,—COOH . 

Wird der Chlorkérper mit der 5 fachen Menge waBrigem 
Ammoniak von 25°/, bei Zimmertemperatur 24 Stunden auf- 
bewahrt, so ist alles Chlor abgespalten. Die Lésung wird nun 
unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft, und nach 
Zusatz von Wasser diese Operation wiederholt, bis alles Am- 
moniak entfernt ist. Lést man den Riickstand in der gleiche: 
Gewichtsmenge Methylalkohol und versetzt mit Athylalkohol, 
so fiallt das Dipeptid nach mehreren Tagen als weiBer, amorpher 
Niederschlag aus. Zur Reinigung der Substanz wiederholt man 
diese Operation, bis die Substanz salzfrei geworden ist. 

0,0951 g Substanz gaben 0,1370 g CO, und 0,0596 g H,0O. 


0,1425 g a » 19,2 cem N (16°, 758 mm). 
C,H,.N,O, Ber. C 40,90%, H 6,81%  N 15,90°/, 
Gef. ,, 39,28 » see »y 15,85 


Diese Substanz zeigt keine Biuretreaktion. 


-Phthalimid-$-oxypropylmalonsaureester, 
ral ©O—™N. NCH, —CHOH—CH,—CH saan 
\co% \cooc,H. 

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung dieser Verbindung 
dienen das Chloroxypropylphthalamid und der Natriummalon- 
ester. 

12 ¢ Natrium werden in 120 ccm absolutem Alkohol ge- 
list, der entstandene Brei mit 120 g Malonsiureithylester ver- 
setzt und in die heibe Fliissigkeit 120 g Chloroxypropylphtha- 
limid eingeschiittet und am RiickfluBkiihler im Wasserbade ge- 
gekocht, bis ganz schwach alkalische Reaktion eintritt, was 
meistens nach 4 Stunden der Fall ist. Nach dem Erkalten 
wird die ausgeschiedene Masse abfiltriert. Diese Masse wird 
als B und das Filtrat als A behandelt. 

A. Das Filtrat wird mit Wasserdampf destilliert, um den 
Alkohol und den unverainderten Malonester zu beseitigen. 1m 


C,H 
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Kolben verbleibt ein schweres Ol, welches man mit Ather aus- 
vieht. Der in Ather nicht lisliche Riickstand wird mit heiBem 
Alkohol extrahiert und als A’ behandelt. Die iitherische 
Lisung wird mit Natriumsulfat getrocknet und dann freiwillig 
verdunstet; man erhilt als Riickstand einen honiggelben Sirup, 
welcher nach mehrwéchentlichem Stehen im Vakuumexsiccator 
zu einer weiblich getriibten Masse erstarrt und als y-Phthali- 
mid-f-oxypropylmalonester zur weiteren Bearbeitung benutzt. 

A’. Die alkoholischen Ausziige werden eingeengt, dic 
daraus ausgeschiedene Masse wird mit Ather gewaschen und 
setrocknet. Sie list sich nicht in Wasser, schwer in Ather, 
Petrolather und Ligroin, leicht in Alkohol, Methylalkohol und 
Benzol und iiuBerst leicht in Chloroform, Aceton und Kssig- 
ester. Zur Analyse wird die Substanz aus heiBem Benzol um- 
krystallisiert. Sie schmilzt bei 197° (unkorr,). 

0,1082 g Substanz gaben 0,2552 g CO, und 0,0430 g H,O. 

0,1506 g is 5» 10,6 cem N (24°, 757,6 mm). 

Gef. C 64,32°/, H 4,44°/, N 7,82°/, 

Mit der Konstitutionsermittelung dieser Verbindung bin 
ich jetzt beschiiftigt. 

B. Nach dem Erkalten der Reaktionsfliissigkeit von 
Malonester und Chlorverbindung wird die ausgeschiedene Masse 
abfiltriert, und mit siedendem Alkohol umkrystallisiert. 

0,1312 g Substanz gaben 0,3120 g CO, und 0,0489 g H,0. 

0,2252 g - 5 17,2 cem N (23,6°, 759 mm). 

Gef. C 64,859, H 4,149, N 8,49°/, 

Die Substanz lost sich in heibem, schwer in kaltem 
Alkohol und Benzol, sehr leicht in Chloroform und Aceton, 
sehr schwer in Ather und sie ist in Wasser unléslich. Der 
Schmelzpunkt liegt bei 205°. Die chemische Konstitution 
dieser Verbindung ist noch nicht aufgeklirt. 


0-Amino-y-oxyvaleriansaure, 
CH,NH,—CHOH—CH,—CH,—COOH. 
W. Traube und seine Mitarbeiter!) haben schon diese 
Substanz beschrieben. Durch Verseifung des 0-Amino-y-valero- 


) Chem. Ber. Bd. 56, 8. 1861 (1923). 
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lacton-a-carbonsiureamids konnten sie aber diese Aminosiiure 
nicht in analysenreinem Zustande erhalten. Diese Substanz 
habe ich jetzt darzustellen versucht, indem der y-Phthalimid- 
f-oxypropylmalonsiiureester als Ausgangsmaterial diente. 

20 g des Esters werden mit 100 ccm konzentrierter Salz- 
siure im Olbade (Badtemperatur 180°) erhitzt. In Inter- 
vallen von etwa 4 Stunden setzt man noch 3mal 50 ccm 
starker Salzsiure zu. Nach dem Erkalten wird die Phthal- 
siure abgesaugt und mit kaltem Wasser ausgewaschen; dic 
vereinigten Filtrate geben beim Eindampfen auf dem Wasser- 
bade einen Sirup. 

Die Hauptmasse des Kérpers wird mittels Silberoxyd in die 
freie Siure verwandelt und diese stellt einen zihen, mit Laue 
und Kupfersulfat eine blauviolette Farbe gebenden Sirup dar. 

Zur Darstellung des gut krystallisierenden Salzes lést man 
1 Mol. Siure in sehr wenig Wasser und fiigt zu der Loésung 
die fiir 1 Mol. berechnete Menge fein gepulverter Pikrolonsiure 
in alkoholischer Lésung. Das nach einigen ‘Tagen aus- 
geschiedene Pikrolonat wird zur Reinigung aus _ siedendem 
Wasser umkrystallisiert. Man bekommt dabei 2 Arten von 
Pikrolonat. Zuerst ausgeschiedenes goldgelbes Pulver ist das 
pikrolonsaure Salz der d-Amino-y-oxyvaleriansiure. 

0,1288 g Substanz gaben 0,2128 g CO, und 0,0540 g H,0. 

0,1087 g “ » 17,8 cem N (29°, 757,83 mm). 

Ber. fir C;H,,NO,-C,,H,N,0, C 45,319/, H 4,82°/, N 17,63°/, 
Gef. ,, 45,05 5 4,68 » £4,391 

DaB die spiiter ausgeschiedenen nadelférmigen Krystalle 
keine urspriingliche Aminooxysiiure enthalten, sondern ei 
Lacton darstellen, ist oben schon angegeben. 

0,1421 ¢ Substanz gaben 0,2442 ¢ CO, und 0,0554 g H,0. 

0,0919 ¢ ‘ » 15,9 cem N (30°, 758 mm). 

Ber. fiir C,H,NO, + C,H.N,O; @ 47,499, H 4,529, N 18,47, 
Gef. ,, 46,86 3 4,88 5, 18,63 


O-Amino-¢, 7-dioxyvaleriansaure. 


Die Dioxyaminosiure wird nach Verfahren von W.Traube 
und W. Fischer!) dargestelit. 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, 8. 167 (1924). 
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Aus dem aus Malonester und Epichlorhydrin leicht dar- 
stellbaren Chlorvalerolacton-carbonester entsteht nach ''raube 
und Mitarbeitern') bei Behandlung mit waBrigen Ammoniak 
das d-Amino-y-valerolacton-a-carbonsiureamid, das bei der 
Kinwirkung von Brom das /-Brom-/’-oxy-c-piperidon-f-carbon- 
siiurelacton lefert. 

5,5 g dieses letzten Kérpers werden mit einer Lésung von 
5¢ Kaliumbicarbonat in 25 com Wasser bis zum Aufhoéren 
der Kohlendioxydentwicklung erwarmt. Die Lisung wird dann 
zur Sirupkonsistenz eingedampft und der Riickstand mit 25 cem 
einer 20°/,igen Perchlorsiurelésung gut durchgemischt. 

Das von Kaliumperchlorat unter guter Abkiihlung még- 
lichst vollstiindig abgetrennte Filtrat wird im Eisschrank stehen 
gelassen. Nach einigen Tagen scheidet sich daraus das Dioxy- 
piperidoncarbonsiurelacton ab. 

1 ¢g des Lactons wird mit 10 ccm 10°/, iger Schwefelsiiure 
in Olbad 6 Stunden auf 120° erwiimrt, die Schwefelsiiure aus der 
zum Sieden erhitzten Lésung dann durch Zufiigen von Barium- 
carbonat entfernt und das Filtrat der Bariumsalze mit Tier- 
kohle behandelt. Die von der Kohle getrennte Fliissigkeit 
liefert beim Eindampfen auf dem Wasserbade einen dicken 
Riickstand. Dieser Riickstand gibt mit Lauge und Kupfer- 
sulfat eine schéne blauviolette Farbung. 


') Chem. Ber. Bd. 56, S. 1861 (1923). 











Uber die 
Oxyaminoverbindungen, welche die Biuretreaktion zeigen. 


II. Synthese des 7-Oxyornithins. 
Von 


Masaji Tomita und Tomokichi Fukagawa. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1926.) 


Vor mehreren Jahren hat 8. P. L. S6rensen!) den Phthal- 
imidmalonester durch passende Behandlung mit Natrium- 
alkoholat in die Natriumverbindung iibergefiihrt, und dieselbe 
liefert durch Erhitzen mit einer passenden Halogenverbindung 
einen substituierten Phthalimidmalonester, der durch Kochen 
mit Salzsiiure das salzsaure Salz der gewiinschten Amino- 
siure gibt. 

Zur Darstellung des Ornithins hat er als Halogenverbindung 
das nach $. Gabriel und J. Weiner’) leicht zugingliche 
y-Brompropylphthalimid benutzt. 

Ankniipfend an die von einem von uns (Tomita) aus- 
gefiihrte Synthese der Oxyaminosiuren®) haben wir uns mit 
der Darstellung einer dreifach substituierten Valeriansiiure, 
der bisher nicht bekannten @,0-Diamino-y-oxyvaleriansiiure, d. h. 
des 7-Oxyornithins beschiftigt und teilen im folgenden die bis 
jetzt gemachten Beobachtungen mit. 


') C. R. du Lab. de Carlsberg, Bd. 6, S. 6 (1902). 
*) Chem. Ber. Bd. 21, S. 2671 (1888). 
*) Diese Zs, vorangehende Arbeit. 
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Der Weg, der dahin fihrte, lehnt sich an die schénen 
Synthesen an, welche 8S. P. L.Sérensen}) mit Hilfe des Natrium- 
phthalimidmalonesters ausgefiihrt hat. Der Natriumphthal- 
imidmalonester liefert durch Erhitzen mit Chloroxypropyl- 
phthalimid, welches nach Angabe von Gabriel und Ohle?) 
durch Einwirkung von Epichlorhydrin auf Phthalimid leicht 
darzustellen ist, den y-Phthalimid-f-oxypropyl-phthalimid- 
malonester 


COOC,H, 
OO. | £0 
C,.H,< ‘SN—CH,—CHOH—CH,—C—N¢ ON 
6 Xs 2 y Cee 
‘CO | NCO’ 


i 
| 


GOOCH, 


aus dem durch Kochen mit Salzsiure unter Kohlensiure- 
entwicklung und Ausscheidung von Phthalsiiure das salzsaure 
Salz der «,d-Diamino-y-oxyvaleriansaure 


CH, NH,—CHOH—CH,—CHNH,—COOH 


entsteht. 

Die neue Oxyaminosiiure gibt, wie erwartet, mit Lauge 
und Kupfersulfat eine blauviolette Farbe. Mit Pikrolonsiure 
bildet die Siiure ein gut krystallisierendes Salz. Bei der Analyse 
des Pikrolonats wurden Zahlen erhalten, aus denen sich ergibt, 
daB die «,d-Diamino-y-oxyvaleriansiure bei dieser Salzbildung 
gleichzeitig in eine um | Molekiil Wasser armere Verbindung 
iibergeht. Die Anhydrierung dieser Aminosiure bei der Salz- 
bildung verliuft gewohnlich in der Richtung einer Lacton- 
bildung. Eine solche Erfahrung haben schon W. Traube und 
W. Fischer’) bei der Pikratbildung der 0-Amino-c,y-dioxy- 
valeriansiure gemacht. Sie haben dabei angegeben, dai das 
Salz nicht die urspriingliche Aminodioxysiure enthielt, sondern 
ein Lacton derselben. 


1) A. a. O. 
*) Chem. Ber. Bd. 50, 5. 820 (1917). 
3) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 440, 8. 167 (1924). 
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Experimentelles. 


y-Phthalimid-/-oxypropyl-phthalimidmalonester, 


CO0C,H, 
CO 10 
C,H,  SN—CH,—CHOH—CH,—C—-N¢ C,H, . 
\co” | coz 
COOC,H, 


Der fiir die Darstellung dieser Verbindung benutzte 
Natriumphthalimidmalonester wurde nach dem Verfahren von 
S. P.L.Sérensen?) bereitet. 2,3 ¢ blankes metallisches Natrium 
wurde in 50 ccm gut entwissertem Alkohol gelést. Nach voll- 
stiindigem Lésen des Natriums wurden 31 g Phthalimidmalon- 
ester zugesetzt, welcher durch Behandlung von dem _ nach 
Knoevenagel?) leicht zuginglichen Brommalonester mit 
Phthalimidkalium gewonnen wurde. Nach kurzer Zeit unter 
stetigem Schiitteln bildete die ganze Fliissigkeit eine stark 
celbe feste Masse. Durch EKvakuieren und Durchleiten kohlen- 
siurefreier, trockener Luft wurde der Alkohol vollstiindig ab- 
getrieben. 

31g fein gepulverten Natriumphthalimidmalonesters wurden 
mit 22,7 g reinen Chloroxypropylphthalimids gut gemischt. Das 
Gemisch wurde im Olbade etwa 4 Stunden bei 150—190° er- 
hitzt. Nach dem Erkalten wurde die ausgeschiedene Masse 
abfiltriert und das sirupése Filtrat mit heiBem Alkohol er- 
schépft. Die von Chlornatrium abfiltrierten Alkoholausziige 
wurden abdestilliert. Der Sirup, welcher verschiedene Reak- 
tionsprodukte enthalten muBte, wurde als Rohmaterial des 
y-Phthalimid-$-oxypropyl-phthalimidmalonesters zur weiteren 
Bearbeitung benutzt. 


a,0-Diamino-y-oxyvaleriansaure (j’-Oxyornithin). 
CH,NH,—CHOH—CH,—CHNH,—COOH. 
20 g des Rohmaterials von y-VPhthalimid-f-oxypropyl- 
phthalimidmalonester wurden mit 60 ccm konzentrierter Salz- 





1) Diese Zs. Bd. 44, S. 454 (1905). 
*) Chem. Ber. Bd. 21, 8. 1355 (1888). 
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siure erhitzt. In Intervallen von etwa 4 Stunden setzen wir 
noch 2mal 20 ccm starker Salzsiiure zu. Nach dem Erkalten 
wurde die ausgeschiedene Phthalsiiure abgesaugt und das Filtrat 
eingeengt. Der von dem dabei auskrystallisierten salzsauren 
Salz des Glykokolls abfiltrierte Sirup wurde mittels Silberoxyd 
von Chlor befreit. Nach der Behandlung mit Schwefelwasser- 
stoff wurde das Filtrat bis zum Sirup eingeengt. Es betrug 
nur 0,8 g. Eine kleine Probe, in Wasser gelést, gab eine 
schéne Biuretreaktion. 

0,4 g¢ des Sirups wurde in wenig Wasser gelést und dann 
mit der fiir 1 Mol. berechneten Menge fein gepulverter Pikrolon- 
siure (0,72 g) in alkoholischer Lésung versetzt. Das nach 
1 Tage ausgeschiedene goldgelbe Pikrolonat wurde zur Reini- 
gung aus siedendem Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 0,4 ¢ 
(25°/, der Theorie). 

0,0995 g Substanz gaben 0,1516 g CO, und 0,0368 ¢ H,O. 


0,1152 g ‘ » 20,5 cem N (8°, 766 mm). 
1 a a i, Y 
Ber. C 45,68 °/, H 4,56 °/, N. 21,32 °/, 
Gef. ,, 45,68 » an » 254 


Die Verbindung schmilzt unter Schwiirzung bei 250°. 





| 
| 
| 
| 
i 
| 
i 








Uber die Kondensation von Indol 
mit Triketohydrindenhydrat. 
Von 
Masaji Tomita und Tomokichi Fukagawa. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1926.) 


Fiir eine Gruppe von Verbindungen, welche den farb- 
gebenden Atomkomplex —CO—C=C—CO— als Bestandteil 


zweler cyclischer hieremeeaiineani ellie, hat P. Fried- 
linder die Bezeichnung ,indigoide Farbstoffe“ vorgeschlagen.') 
Die Kenntnis des Verhaltens dieses bicyclischen Rocalivess 
blieb jedoch lange Zeit auf das Indigoblau (I) beschriinkt, bis 
spiiter noch einige andere vereinzelte Verbindungen auf- 
gefunden wurden, die in ihrem Aufbau eine gewisse Analogie 
besitzen; hierher gehéren z B. das Indirubin (II) von 
A. v. Baeyer’) und das von P. Friedlander und A. bez- 
dzik*) dargestellte Thionaphthenindolindigo (III). Das Indi- 
rubin wurde durch Kondensation von Indoxyl mit Isatin syn- 
thetisch dargestellt. Durch Kondensation von Indoxyl mit 
Thionaphthenchinon haben P. Friedlander und A. Bezdzik 
die Analogie des Indirubins hervorgehoben, in dem NH zur 
Hilfte durch Schwefel ersetzt ist. 


COV 
C,H, C a ae CH, Some Sw 
hoa? “wae \nu’” NOH, o 
(1) (II) 
C,H. . ao aid Ns 
"\nH’ NOH, Ya 
(IIT) 


1) Chem. Ber. Bd. 41, 8S. 772 (1908). 
2) Chem. Ber. Bd. 14, s. 1745 (1881). 
3) Mon.-H. f. Chem. Bd, 29, 8, 375. 
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Die oben beschriebenen indigoiden Farbstoffe enthalten 
die Indoxylgruppe als Bestandteil; sie sind alle die Reaktions- 
produkte der Kondensation unter Wasserabspaltung. 

Verfolgte man nun die oben erwihnten Entstehungsweisen 
der indigoiden Farbstoffe weiter, so lieB® sich mit groBer 
Wabrscheinlichkeit erwarten, daB sich nach Analogie des In- 
digoblaus ein Kérper, in dem NH zur Hilfte durch CO ersetzt 
ist, durch Kondensation von Indoxyl mit Triketohydrinden- 
hydrat unter Wasserspaltung darstellen lassen wiirde, weil 
nimlich das 'Triketohydrindenhydrat in seinem Molekiile zwei 
reaktionsfahige Hydroxylgruppen hat und das Indoxyl eine 
bewegliche Wasserstoffatome enthaltende Verbindung ist: 


COH, co 
C,H, H + ONS 6¢ SoH, 


SC 
“ye HO” co” 


CO 
<~ € uw  S0= OC sg oot 

Da die Atomgruppen mit doppelten Bindungen als Triger 
intensiver Fiairbung erkannt sind und da die Ketogruppe erst 
bei mebrfacher Wiederholung im Molekiil ebenfalls intensive 
Absorptionsbinder erzeugt, so lag der Gedanke nahe, dab 
Ninhydrin, welches ein hydratisierter Kérper ist und an und 
fiir sich keine Farbe hat, durch Kondensation unter Wasser- 
abspaltung mit Indoxyl auf Grund der entstehenden C—C- 
Doppelbindung eine intensive Farbe erzeugen kénne. 

Auf Grund dieser Annahme hat einer von uns (Tomita)') 
zum Nachweis von Harnindican das Ninhydrin angewandt und 
dabei beobachtet, daB bei der Erwiirmung des mit Bleiessig 
entfarbten salzsauren Indicanharns mit Ninhydrinlésung schéne 
Rotfirbung auftritt, selbst bei Gegenwart von minimalen 
Spuren des Indoxyls. 

Um derartige Farbstoffe weiter zu studieren, haben wir 
zunichst die Kondensationsversuche von Indol mit Ninhydrin 
angestellt, deren Resultate im folgenden mitgeteilt werden 
sollen. 


ee enn ay 


) Jl. of Oriental Medicine, Vol. 2, 8. 189 (1924). 
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' Durch Einwirkung von Ninhydrin auf Indol in wiBriger 
Lésung wird ein gelbes Kondensationsprodukt sehr leicht er- 
halten. Die Synthese verliuft gemiB folgender Gleichung sehr 
elatt, wenn man das Gemisch der beiden Korper nur im 
Wasserbade erwiirmt: 


HO. CO 
\ScH+ SCK OH, 
; Ho” co” 


So,H, + H,0. 


Wenn man nun die Kondensation in der EHisessiglésung 
unter Zusatz von wenig Salzsiiure ausfiihrt, so bekommt man 
einen tiefroten Kérper in guter Ausbeute. Ob die hier er- 
haltene Substanz mit dem bei Indicanharn durch Ninhydrin 
hervorgerufenen roten Farbstoffe identisch ist oder nicli, 
steht noch dahin. 


Experimentelles, 


I. Kondensation von Indol mit Ninhydrin in waBriger Losung. 


1 g Indol wird in Wasser gelést und dann mit der fiir 
1 Mol. berechneten Menge fein gepulverten Ninhydrins (1,5 ¢ 
in wiBriger Lésung versetzt. Beim Erwirmen auf dem Wasser- 
bad scheiden sich daraus reichlich goldgelbe Krystalle aus. 
Ausbeute 1,8 g (76°/, der Theorie). Durch Umkrystallisation 
aus heiBem Alkohol bekommt man schén gelbe viereckige 
Blittchen vom Schmelzpunkt 208°. 

0,2364 g Substanz gaben 0,6409 g CO, und 0,0828 g H,0. 

0,1579 g Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 5,85 ccm 
n/10-H,SO,. 

C,,H,,NO, Ber. C 73,64°/, H 4,06°, N 5,05 °/, 

Gef. ,, 73,93 » 3,90 9 dy18 

Diese Verbindung list sich leicht in Chloroform und Al- 
kohol, wenig in Ather und heiBem Wasser. In kaltem Wasser 
ist sie unléslich. 


II. Kondensation von Indol mit Ninhydrin in Eisessiglosung. 


1 g Indol wird in Kisessig gelést, mit 1 Mol. Ninhydrin 
(1,5 g) und mit einigen Tropfen Salzsiure versetzt und dann 


| 











Uber die Kondensation von Indol mit Triketohydrindenhydrat. 65 


auf Wasserbad erwirmt. Die rétlich gefarbte Fliissigkeit 
wird weiter einige Minuten gekocht. Die nach dem Erkalten 
allmihlich ausgeschiedenen tiefroten Krystalle werden aus 
Alkohol umkrystallisiert. 

0,1572 g Substanz gaben 0,4282 g CO, und 0,0597 g H,O. 

0,1203 g Substanz gaben 0,3325 g CO, und 0,0436 g H,O. 

0,2492 g Substanz, nach Kjeldah! verbrannt, verbrauchten 9,58 ecm 


1}! 10-H,SO,. 


Berechnet fiir: Gefunden: 

C,,H »NO, (275) I II lil 
© 74,18 °, 714,28°/, 15,37°/, _ 
H 3,27 4,24 4,05 _ 
N 5,90 —- —_ 5,53"), 


Die Substanz ist in Ather, Alkohol und Chloroform leicht 
lislich. In heiBem Wasser lést sie sich nur wenig, in kaltem 
ar nicht. Sie schmuilzt unter Schwirzung bei 220°. 

Mit der Konstitutionsermittlung dieser Verbindung sind 
wir noch beschiftigt. 


Co 
o 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVITII. o 














Weitere Beitrage zur Kenntnis der Struktur der Proteine, 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Sehwab. 


(Aus dem Physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9, Juli 1926.) 


Das Studium der Struktur der Polysaccharide hat zu 
Anschauungen gefiihrt, die — abgesehen von EKinzelheiten 
darin gipfeln, da& Anhydridkomplexe miteinander  vereinigi 
sind, d. h. die Idee, es kénnten z. B. in der Cellulose n Mole- 
kiile Glykose in Form einer fortlaufenden offenen Kette ver- 
einigt sein, ist aufgegeben worden (Hess, Karrer, Prings- 
heim u.a.). Die Annahme bedingt eine Umstellung der Aut- 
fassung des Aufbaues und des Abbaues der Polysaccharide in 
der Organismenwelt, d. h. der Wirkung der an diesen Vor- 
giingen beteiligten Fermente. Es war naheliegend, die beim 
Studium der Struktur von Polysacchariden gewonnenen Vor- 
stellungen an anderen Produkten, die aus einer gréBeren An- 
zahl von Bausteinen bestehen, zu priifen. Beim EiweiB legen 
dic Verhiiltnisse in vieler Hinsicht verwickelter als bei den 
Polysacchariden. Kinmal ist die Anzahl der Bausteine ihrer 
Art nach gréBer. Neben Monoaminomonocarbonsiuren finden 
sich Monoaminodicarbonsiiuren, ferner Diaminomonocarbon- 
siiuren, Oxyaminosiiuren, Iminosiuren, Thioaminosduren (Cystein, 
Jystin). Es sind Vertreter der aliphatischen und der aromati- 
schen Reihe (homo- und heterocyclische Verbindungen) vorhanden. 
Es besteht kein Zweifel dariiber, daB wir noch nicht alle Ei- 
weiBbausteine kennen. Ferner ist immer noch nicht bewiesen, 


daB alle bisher aus Kiwei8 gewonnenen Aminosiiuren in diesem 
vorgebildet sind. Die Beobachtungen an einem aus Casein 
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yon dem einen von uns (A.) und Hans Sickel) gewonnenen 
Abbauprodukte lassen z. B. die Méglichkeit offen, daB Prolin 
bei der Hydrolyse aus einer noch unbekannten Vorstufe ent- 
steht. Besonders extrem ist die Anschauung von Troense- 
eaard?), der zwischen den aus Proteinen hervorgehenden 
Aminosiiuren und der urspriinglichen Struktur der ersteren iiber- 
haupt keine direkte Beziehung gelten lift, vielmehr annimmt, 
daB auch die Fermentwirkung zu weitgehenden Umlagerungen 
fiihrt. Wir kénnen uns dieser Anschauung nicht anschlieBen. 
Die bisher bekannt gewordenen Aminosiiuren sind ohne Zweifel 
im wesentlichen primire Bausteine der Eiweibstofie, offen 
bleibt nur die Frage, ob nicht die eine oder andere sekundir 
aus einer Vorstufe hervorgeht, doch legen fiir eine solche 
Vorstellung noch wenig Anhaltspunkte vor. Immerhin darf 
nicht auBer acht gelassen werden, da die Frage nach den im 
KiweiB vorgebildeten Aminosiiuren nicht endgiiltig erledigt ist. 

Eines sei noch hervorgehoben. Der eine von uns (A.) hat 
an Hand zahlreicher Einzeluntersuchungen einwandfrei be- 
wiesen, daB tierische Organismen (Hund, Ratten) aus den be- 
kannten Aminosiiuren Eiweif aufbauen kénnen. Diejenigen 
Forscher, die der Ansicht sind, dab selbst der Abbau der 
Proteine durch Fermente ein zu eingreifender ist und zu Pro- 
dukten fiihrt, die sekundiir veriindert sind, sollten, um zu be- 
weisen, dab die von ihnen angenommenen primiren Strukturen 
im Protein enthalten sind, die entsprechenden Verbindungen 
benutzen, um ‘Tiere zu ernihren! Es darf die Vorstellung 
iiber die Struktur der Proteine von den biologischen Erschei- 
nungen auf dem Gebiete des Ejiweibstoffwechsels nicht ab- 
weichen. Das hindert natiirlich nicht, daB auf einem so 
schwierigen Gebiete, wie es die Erforschung der feineren Struk- 
tur der Proteine darbietet, Modellversuche durchgefiihrt werden, 
die zunichst zu Produkten fihren, die in mancher Hinsicht 


') Emil Abderhalden u. Hans Sickel, Diese Zs. Bd. 153, S. 16 
(1926). 

*) Vgl. die verschiedenen Mitteilungen in dieser Zs.: letzte Mit- 
teilung: N. Troensegaard u. B. Koudahl, Diese Zs. Bd. 153, S. 93 
(1926), 
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in ihrem biologischen Verhalten Kennzeichen aufweisen, die 
sie als ,,eiweiBfremd* charakterisieren. Die Moéglichkeit, dag 
auf dem Wege der Synthese unter Ausnutzung aller Méglich- 
keiten der Vereinigung von Aminosiuren bzw. des Aufbaues 
von Produkten, die beim Abbau zu solchen fihren, Komplexe 
erhalten werden, die uns in der Aufklirung der Proteine weiter 
fiihren, ist durchaus gegeben. Es kénnen die biologischen 
Higenschaften eines solchen Produktes infolge vielleicht recht 
geringfiigiger Unterschiede in der Struktur weit von jenen 
abweichen, die z. B. den Polypeptiden eigen sind, und den- 
noch kann die Gewinnung einer bestimmten Strukturform 
Bedeutung fiir die Erkenntnis der Proteinstruktur besitzen. 
Ks sei in dieser Richtung auf die wichtigen Arbeiten von 
Karrer und von Bergmann verwiesen. Auch dann, wenn 
aus der groBen Anzahl von méglichen Strukturen bestimmte 
als ausgeschlossen erwiesen werden, bedeutet das einen Fort- 
schritt in der Erkenntnis der Struktur der Proteine. Es ist 
ferner zu erwarten, da das Studium der Eigenschaften be- 
stimmter Modelle uns Umlagerungen kennen lehrt, die uns 
Kinblicke in das Verhalten der im Eiweif vereinigten Bau- 
steine ergeben. Es ist wohl méglich, daB in diesem solche in 
einer Form in Beziehung zueinander stehen, die leicht zu 
Ringbildungen fihrt (vgl. hierzu die Anschauungen von Pfeitfer 
liber die bipolare Struktur von Aminosiiuren). Es sind um- 
fassende Versuche im Gange, um auf spektrophotometrischen W ege 
bestimmte Strukturméglichkeiten auszuschlieBen bzw. als méglich 
erscheinen zu lassen. Diese Forschungen bediirfen langer Zeit. 

Betrachten wir die bis jetzt vorliegenden Untersuchungen 
iiber die Struktur der Proteine, dann 1aBt sich folgendes fest- 
stellen: 1. Der Abbau der Proteine durch Pepsin fihrt nicht 
zu Aminosiiuren. 2. Pankreas- und Darmsaft liefern solche. 
3. Polypeptide werden, sofern an ihrem Aufbau Aminosiuren 
von jener Konfiguration beteiligt sind, die im Kiweif enthalten 
sind, durch Erepsin gespalten.?) 





1) Vgl. hierzu insbesondere Ernst Waldschmidt-Leitz u. Anna 
Harteneck, Diese Zs. Bd. 149, S. 203 (1925); Ernst Waldschmidt- 
Leitz u. Anton Schiffner, Diese Zs. Bd. 151, S. 31 (1926). 
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Ks kann kaum cinem Zweifel unterliegen, dai beim Ab- 
bau von Proteinen Polypeptide entstehen. Fraglich bleibt, 
in welchem Ausmabe sie in jenen vorgebildet sind. Nun sind 
aus Proteinen solche durch stufenweisen Abbau gewonnen 
worden. Damit ist an und fiir sich nicht bewiesen, dab 
Polypeptide Anteil am Aufbau von Proteinen haben. Ks 
kann eingewendet werden, dab sie durch Aufspaltung von 
Anhydridstrukturen sekundiér entstehen. Es sind ferner 2,5- 
Dioxo-piperazine aus Kiweibstoffen erhalten worden. Dieser 
Befund wiederum kann in dem Sinne gedeutet werden, dab 
beim Abbau von Proteinen Dipeptide gebildet werden, dic 
sekundir in die erwihnten 2,5-Dioxopiperazine iibergefiihrt 
werden. 

Ks ist nun nachgewiesen worden, dai Proteine Farb- 
reaktionen geben, die auch mit 2,5-Dioxopiperazinen erhalten 
werden. Der Ausfall dieser Farbreaktionen ist bei verschieden- 
artigen Proteinen verschieden ausgesprochen. Die Proteinoide 
seben im allgemeinen besonders intensive Fiarbungen. Mit 
ihrer Aufspaltung geht die Intensitiit der Farbung zuriick. 
Kerner lassen sich aus Gelatine und aus Peptonen durch 
Reduktion Piperazine gewinnen.') Endlich ist Oxamid aus 


') Percy Brig! u. Robert Held, Diese Zs. Bd. 152, 8. 233 (1926), 
sind der Meinung, daB der Nachweis von Piperazinen nichts fiir im Eiwei8 
vorgebildete 2,5-Dioxopiperazine (bzw. tautomerer Formen von solchen) 
beweise. Gelatine kénnte nach der Ansicht der genannten Forscher bei 
ihrer Herstellung so veriindert worden sein, da8 sekundir 2,5-Dioxopiperazine 
entstehen. Ein Beweis fiir diese Annahme liegt nicht vor. Wiirde sie zu- 
treffen, dann hitten wir immerhin den interessanten Fall vor uns, daB inner- 
halb der Gelatine 2,5-Dioxopiperazine in Bindung mit anderen Komplexen 
vorhanden sind. Die Annahme, daB Peptone, die durch méglichst 
kurze (!) Kinwirkung von 70°/,iger Schwefelsiiure auf Proteine erhalten 
worden sind, 2,5-Dioxopiperazine enthalten, die sekundiir aus Polypeptid- 
ketten entstanden sind, entbehrt gleichfalls des Beweises. Je linger 
die 70°/,ige Schwefelsiiure auf Proteine bzw. auf die sich bildenden 
Peptone einwirkt, um so geringer sind bei der Reduktion die Ausbeuten 
an Piperazinen. Ferner haben Versuche, aus Polypeptiden durch Ein- 
Wirkung von 70°/,iger Schwefelsiiure 2,5-Dioxopiperazine zu gewinnen, 
bis jetzt kein positives Ergebnis gezeitigt. Die Versuche werden fort- 
gesetzt. 
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Kiweib; Peptonen und 2,5-Dioxopiperazinen gewonnen worden 
und zwar neuerdings auch mittels Wasserstoftperoxyd. Frei- 
lich liefert auch Glycyl-glycin Oxamid. Brigl und Held!) 
lehnen auf Grund des letzteren Befundes die SchluBfolgerung 
ab, wonach das Auftreten von Oxamid auf das Vorkommen 
von 2,5-Dioxopiperazinen im KEiweiB hindeutet. Es bestelit 
nun kein Zweifel dariiber, daB die Annahme, wonach 2,5-Di- 
oxopiperazine bzw. Komplexe, die diesen nahestehen, im EKiweil 
enthalten sind, weiterer Beweise bedarf. Es geht jedoch nicht 
in, bestimmte Befunde mit Griinden abzulehnen, die zuniichst 
rein hypothetischer Natur sind. Es ist bis jetzt auber Glycyl- 
elycin kein Polypeptid bekannt, das bei der Oxydation mit 
Permanganat (bzw. Wasserstoffperoxyd) Oxamid liefert. Ks 
ist ferner bis jetzt kein Protein (mit Ausnahme vielleicht des 
Seidenfibroins) bekannt, das die Kombination Glycyl-glycin aut- 
weist. Die bis jetzt isolierten Polypeptide und Anhydride er- 
wiesen sich als aus verschiedenen Aminosiiuren zusammen- 
gesetzt. Bevor Brigl und Held die Deutung des Oxamid- 
befundes als fiir die Aufklirung der Struktur von Proteinen 
wertlos ablehnen, miissen sie den Beweis fiithren, dab im Ei- 
weil} Kombinationen von Aminosduren vorhanden sind, die 
andersartig als 2,5-Dioxopiperazine sind, und dennoch Oxamid 
liefern. Im Iiesigen Institut sind weitere Versuche iiber dic 
Oxamidbildung im Gange. 

Kis ist durchaus notwendig, daB jeder einzelne Befund, 
der in Beziehung zur Frage der Struktur der Proteine steht, 
mit grOBter Whritik betrachtet wird. Die Grundlage fiir dic 
ganze weitere Forschung bildet die Polypeptidtheorie, die 
sleichzeitig von Franz Hofmeister und Emil Fischer auf- 
eestellt worden ist. Daf die Auffassung des Proteins als einer 
Polypeptidkette nicht voll befriedigen kann, darauf hat Emil 
Kischer bereits hingewiesen. Er dachte schon an die Még- 
lichkeit eines Vorkommens von 2,5-Dioxopiperazinen im Kiweil. 
Wir stehen vor folgenden Befunden. 1. Alle bis jetzt 
untersuchten Polypeptide lhefern bei der Einwirkung 


) a. a. QO. 
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von Pepsin keine Aminosiuren bzw. sie bleiben un- 
angegriffen. Es sind im hiesigen Institute weitere Versuche 
im Gange, um zu priifen, ob nicht Polypeptide aufgebaut 
werden kénnen, die dem Angriff des Pepsins zugiinglich sind, 
Der eine von uns (A.)!) hat seinerzeit der Méglichkeit gedacht, 
daB Pepsin Bindungen von Aminosiiuren lésen kénnte, die 
nicht siureamidartiger Natur sind. Ks wurde dabei an die 
folgende Struktur gedacht: 


CH,-CH-CO-NH... 
| | 


O NH, 
ONH-O€ .:.-. 
| | 
Cae a 
dh. es wurde mit der Méglichkeit gerechnet, dab Oxyamino- 
siiuren mit ihrer OH-Gruppe esterartig mit anderen Amino- 
siuren verkuppelt sind. Ks kénnten ferner auch zwei Oxy- 
aminosduren mittels ibrer Hydroxylgruppen kombiniert sein. 
Schhieblich bietet die Enolform yon 2,5-Dioxopiperazinen Még- 
lichkeiten entsprechender Kombinationen. In dieser Hinsicht 
sind vielleicht die Befunde von H. Steudel, J. Ellinghaus und 
A. Gottschalk?) itiber Pepsinwirkung von Bedeutung. 
Weiterhin ist bedeutungsvoll, daB es Proteine 
gibt, die von proteolytischen Fermenten nicht oder 
doch nur schwach angegriffen werden. Wir lassen hier 
den Umstand auBer acht, dafi es Organismen gibt, die Keratin, 
Seidenfibroin usw. abzubauen vermégen. Es ist insbesondere 
die Gruppe der Proteinoide, die der EKinwirkung von Magen-, 
Pankreas- und Darmsa‘t widersteht. In diesen EjiweiBstoffen 
diirften Strukturen in der Art der 2,5-Dioxopiperazine eine 
bedeutsame Rolle spielen.*) Es fragte sich nun, ob auch in 
jenen Proteinen, die mehr oder weniger leicht verdaulich sind, 
auBer den Polypeptidketten noch andere Strukturformen vor- 


') Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie, 3. Aufl, 
8. 375, Urban & Schwarzenberg, Berlin-Wien 1914. 

") Diese Zs. Bd. 154, S. 21, 198 (1926). 

*) Bei solchen Proteinen haben O. Herzog u. Stiagny zuerst 
Auhydridstruktur vermutet. 
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handen sind. Es besteht wohl heute kaum ein Zweifel dar- 
iiber, dab das der Fall ist. Wir wollen keine Méglichkeiten 
diskutieren, vielmehr durch weitere Forschungen Materia] 
sammeln und dann auf die ganze Frage zuriickkommen. Be- 
stimmte Vorstellungen miissen bei jeder planméBigen Forschung 
wegleitend sein. Krweisen sie sich als irrig, dann miissen sie 
selbstverstandlich sofort fallen. Das Wesentliche ist jetzt, dal) 
die Krérterung der Kiweibstruktur, nachdem sie lange Zeit ge- 
ruht hat, wieder in vollem Flusse ist — dank der Forschungen 
einer ganzen Reihe von Forschern. 

Uns interessiert vor allem der Befund von Produkten, dic 
beim stufenweisen Abbau von Proteinen erhalten worden sind. 
und die neben dem 2,5-Dioxopiperazinring noch eine Amino- 
siure bzw. eine Polypeptidkette aufweisen.!) Mit der im experi- 
mentellen Teil geschilderten Methode haben wir d,l-Leucy!- 
elycyl-d,l-leucinanhydrid und eine Kombination von d- 
Alaninanhydrid mit d,l-Leucyl-glycin hergestellt. Die 
Untersuchung der dargestellten Verbindungen, sowie die Dar- 
stellung weiterer analoger Verbindungen sind im Gange. Be- 
sonders bedeutungsvoll erscheint uns der Umstand, 
daB die zuletzt genannte Kombination kolloiden 
Charakter besitzt. Bemerkt sei noch, daB selbstverstindlich 
die Méglichkeit des Vorliegens von Gemischen, bestehend aus 
2,5-Dioxopiperazinen und Polypeptiden bzw. Aminosiuren, ein- 
gehend gepriift wurde. 


Experimenteller Teil. 
Leucyl-glycyl-leucin-anhydrid. 
Bildung aus dem Kster. 

2 g Leucyl-glycyl-leucin wurden mit 40 ccm Methylalkoho! 
iubergossen und mittels Salzsiuregas in gewohuter Weise ver- 
estert. Die Lésung wurde im Vakuum bei 35° zur Trockne 
verdampft und die Veresterung noch zweimal wiederholt. Der 
Kindamptriickstand wurde zwecks Entfernung der iiberschiissigen 





1) Vgl. hierzu z. B. Emil Abderhalden u. Ernst Komm, Diese 
Zs. Bd. 136, 8. 134 (1924). 
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freien Salzsiure so oft mit Methylalkohol abgedampft, bis das 
Destillat nicht mehr sauer reagierte. Der salzsaure Ester 
wurde sodann in 10 com Methylalkohol gelést. Hierauf wurden 
20 cem mit Ammoniak gesittigten Methylalkohols zugesetzt. Von 
dem dabei in geringer Menge auftretenden Niederschlag wurde 
abfiltriert. Nach 12 stiindigem Stehen trat Krystallisation ein. 
Ks hatten sich glinzende Blittchen abgeschieden (0,1 g), die 
sich in ihren Kigenschaften als Leueyl-glycinanhydrid erwiesen. 
Der Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit einem Ver- 
sleichspraparat lagen bei 239—-240°. 

Aus dem Filtrat schieden sich nach weiterem 1 tagigen 
Stehen Krystalle ab, die bei 246° schmolzen, und _ positive 
Ninhydrin- und Anhydridreaktionen gaben. Neflers Reagens 
gab einen blaBgelben Niederschlag. Der Stickstotigehalt betrug 
15,3°/,. 0,0246 g verbrauchten 2,7 com H,SO,. Fiir die 
weitere Untersuchung lag nicht geniigend Material vor. 

Nachdem in der ammoniakalisch -alkoholischen Loésung 
nach lingerem Stehen keine weitere Krystallisation mehr ein- 
trat, wurde im Vakuum bei 30° eingedampft und der Riick- 
stand zur Entfernung des Ammoniaks wiederholt mit Methyl- 
alkohol abgedampft. Darauf wurde in Wasser aufgenommen 
und bis zur Bildung einer Krystallhaut — auf etwa 20 ccm — 
eingeengt. Die wiBnge Lisung zeigte einen eigenartigen, 
campherahnlichen Geruch. Beim Stehenlassen im Eisschrank 
hatten sich tiber Nacht weife Krystalldrusen abgeschieden, die 
abfiltriert und mit Methylalkohol nachgewaschen wurden. Die 





Krystalle schmolzen nach Umkrystallisation aus Alkohol bei 
231° unter Aufschiumen. Die Verbindung ist in Eisessig 
schwer léslich, leichter in Alkohol, leicht léslich in Wasser. Sie 
sibt positive Ninhydrin- und Anhydridreaktion. Die 
Biuretreaktion fiel negativ aus; NeBlers Reagens gibt eine 
rein welbe Fallung. Nach den Analysenergebuissen und Kigen- 


schaften lag folgende Verbindung vor: 
C,H,-CH—CO 
HIN \N-CO-CH- C,H, . 
co—CH, | 
Die Ausbeute betrug 0,25 g. 


Ni, 





' 
i 
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0.0257 g Substanz verbrauchen 2,7 vem n/L0-H,SOg. 


0,0259 ¢ ‘ ” 2,8 cem n/10 H,SO,. 
6,245 mg gaben 13,556 mg CO, und 4,85 mg H,0. 
Fir C,,H.,.0,N,: ber. vef, 
C 59,32°/, GC m2 %, 
Il 8,90 II 8,69 
N 14,84 N 14,72; 15,15. 


Nach Abtrennung der oben beschriebenen Verbindung 
wurde die waBrige Loésung bis zur leichten Triibung mit 
Alkohol versetzt. Nach einiger Zeit schieden sich einheitlich 
krystallisierende Nadeln ab. Sie wurden abfiltriert, mit Alkoho! 
ausgewaschen und aus Wasser umkrystalliert. Die Ausbeute 
betrug 0,2 g. In Alkohol ist die Verbindung ziemlich schwer 
léslich, in Wasser leicht léslich. Der Schmelzpunkt hegt be: 
252°. Die Analysenergebnisse stimmten auffallenderweise mit 
den bei der obigen Verbindung vom Schmelzp. 231° erhaltenen 
Werten ziemlich genau iiberein. 


0,0236 g Substanz verbrauchen 2,45 eem n/10-H,SO,. 


0,0224 ¢ - 2,35 cem n/10-H,SQ,. 
4,357 mg gben 9,515 mg CO, und 8,617 cem H,O; 
gef, ber. fiir ae N; 
C 59,56 °/, C 50,32"), 
H 9,29 H 8,90 
N 14,55; 14,70 N 14,84. 


Beide Substanzen unterscheiden sich aufer durch den 
Schmelzpunkt durch einige andere Kigenschaften scharf von- 
einander. Neben der Ninhydrin- und der Anhydridreaktion (Dini- 
trobenzoesiure) fillt bei der zuletzt genannten Verbindung auch 
die Biuretreaktion positiv aus; NeBblers Reagens erzeugt eine 
zuniichst weibe Fiillung, die sich aber nach langerem Stehen 
orange firbt. Beim Erwiirmen mit Lauge tritt augenblicklich 
Desaminierung auf. Das entweichende Ammoniak wurde durch 
den Geruch, durch Lackmus und NeBlers Reagens nachgewiesen; 
und zwar wurde durch 4/, stiindiges Kochen mit 30°/,iger 








Weitere Beitriige zur Kenntnis der Struktur der Proteine. 75 


NaQH etwas iiber ein Drittel der fiir Leucyl-glycyl-leucin- 
anhydrid berechneten Menge Stickstoff abgegeben: 


0,0216 g SSubstanz verbrauchten 0,8 cem n/10-EH,SO,; 


woraus sich ein Verlust von 5,19°/, N berechnet. 

Infolge des positiven Ausfalles der Dinitrobenzoesiure- 
und der Biuretreaktion kénnte man an ein unbestindiges, 
leicht aufspaltbares Anhydrid etwa folgender Konstitution 
denken: 

C,H, -CH-CO-NH-CH,-CO 
, 
NH OC. CH-NH 


| 
C,H, 


Mit der Annahme dieser Konstitutiou wiire jedoch die 
leichte, teilweise Desaminierung nicht erklart. Die zur Ver- 
ligung stehende, allzu geringe Menge der Substanz schliebt 
leider vorerst eine genaue Konstitutionsaufklirung aus. 

Aus dem oben erwiihnten wiBrig-alkoholischen Filtrat trat 
bei weiterem Kinengen keine Krystallisation mehr ein; beim 
Kindampfen zur rockne hinterblieb ein Sirup, aus dem bis 
jetzt noch keine einheitliche Substanz isoliert werden konnte. 


Kombination von Alaninanhydrid mit Leucyl-glycin, 
H,C-CH—CO 
HNC  —-»N-CO- CH, -NH-CO-CH-C,H 
an Pia g ANTE UU att - 


OO —CH-CH, - 


Kin Gemisch von 0,5 ¢ Alaninanhydrid und 0,7 g Leucyl- 
slycin wurde mit 6 g Anilin 2 Stunden im Olbad bei 200° 
erhitzt. Das Anilin wurde mit Ather extrahiert, der Riickstand 
mit kaltem Alkohol ausgewaschen und in wiibriger Lésung 
mit Tierkohle erhitzt. Die eingeengte Lésung wurde mit 
Alkohol bis zur Triitbung versetzt, worauf iiber Nacht Krystalli- 
sation eintrat. Ausbeute 0,5 ¢g. Die in Blittchen krystalli- 
sierende Verbindung bildet im Capillarréhrchen erhitzt bei 
222° eine braune Schmelze, nachdem schon einige Grade tiefer 
teilweise Zersetzung eingetreten war. Ninhydrin- und Anhydrid- 
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reaktionen sind positiv. Biuretreaktion negativ. In Alkohol 
ist die Substanz ziemlich schwer léslich. Von heiBem Wasser 
wird sie leicht aufgenommen, von kaltem etwas schwer, aber 
leichter als Leucyl-glycin und Leucyl-glycinanhydrid.  Be- 
merkenswert ist, daB sich die Substanz in Wasser kolloid lést. 
Sie flockt aus der durch Glasfilter klar filtrierten, verdiinnten 
Lésung nach einigem Stehen aus. 


0,0270 g Substanz verbrauchen 3,45 ecem n/10-H,SO,. 


0,0286 g . - 3,7 ecm n/10-H,SQ,. 
6,805 mg ™ gaben 13,394 mg CO, und 4,871 mg H,O. 
Fir C,,H,,0,N, ber. gef, 
C 53,81°/, C 53,68 °/, 
m 7,35 Hi 8,01 
N 17,95 N 17,90; 18,12. 


a 


Wir beabsichtigen vor allem, das Verhalten dieser neuen 
Klasse von Verbindungen gegeniiber aufspaltenden Agenzien 
und Fermenten zu priifen. Auberdem sind physikalisch-chemi- 
sche Untersuchungen der Verbindungen im Gange. 











Uber das Porphyratin aus Hafer. 
Il. Mitteilung. 


(Nach gemeinsam mit E. Mertens durchgefihrten Untersuchungen.) 


Von 
0. Schumm, 
Mit 1 Tafel. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universit&t.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juli 1926.) 


Wie kirzlich beschrieben wurde’), enthilt Hafer ein Por- 
phyratin, aus dem sich mit Hydrazinhydrat—EKisessigmischung 
bei Zimmertemperatur ein chloroformlésliches Porphyrin ab- 
spalten liBt. Eine eingehende spektrochemische Unter- 
suchung ergab vollkommene Ubereinstimmung mit der Himaterin- 
siure, dem primiiren Porphyrin aus Blutfarbstofi; auch konnte 
aus dem Porphyrin nach dem Verfahren yon Zaleski eine 
Kisenkomplexverbindung gewonnen werden, die sich bei allen 
daran ausgefiihrten spektrochemischen Proben genau wie die 
entsprechende Verbindung der Himaterinsiure verhielt. 

Wir haben inzwischen nach dem beschriebenen Verfahren 
groBere Mengen des Porphyrins aus dem Hafer—Porphyratin 
dargestellt und daran folgende Versuche ausgefiihrt: 

Kine gréBere Menge des Rohporphyrins wurde durch Auf- 
lésen in schwach essigsiiurehaltigem Ather, Waschen des Athers, 
Ausschiitteln mit 5°/,iger Salzsiure, Uberfithren in Ather mit 
Natriumacetat und hiufiges Wiederholen dieses Verfahrens 
gereinigt und zuletzt aus der Salzsiiure mit reinstem alkohol- 


1) O. Schumm, Uber das Porphyratin aus Hefe und Pflanzen- 
samen, Diese Zs. Bd. 154, 8. 171 (1926), 
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freiem Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wurde 
nach dem Vorgange von A. Papendiek durch Filtrieren ent- 
siiuert und das Porphyrin?) daraus als Hydrochlorid in Kry- 
stallen abgeschieden. (Vgl. die Tafel). 

Aus einem Teil dieses Priiparates wurde durch Lisen in 
schwach alkalisiertem Wasser und Ansiiuren mit Essigsiiure 
das freie Porphyrin abgeschieden. Die spektrochemische Unter- 
suchung ergab Ubereinstimmung mit den in der ersten Ab- 
handlung mitgeteilten Werten. 

Kin Teil des urspriinglichen Porphyrins diente zur Dai- 
stellung des Methylesters, der nach dem von H. Fischer?) fiir 
die Darstellung des Uroporphyrinesters beschriebenen Ver- 
fahren (aus konzentrierter Chloroformlésung durch siedenden 
Methylalkohol) krystallinisch abgeschieden wurde. Sein Schmelz- 
punkt lag bei 219°, Ein Teil des Priiparates wurde mit ana- 
lysenreinem Himaterinsiiuredimethylester vom Schmelzp. 220° 
gemischt und daran die Schmelzpunktsbestimmung ausgefihrt; 
sie ergab 218°. 

Kin Teil des Esters diente zur spektrochemischen Unter- 
suchung. Sie ergab fiir die Lisung in 25°/,iger Salzsiure: 
I. 602,5, IT. 557,38; in etwa 98°/ iger Schwefelsiure I. 600,0, 
ILI. 4: in Chloroform |. 631,0, Il. unsymmetrisch, Maxi- 
mum 575,5, Ill. unsymmetrisch, Maximum etwa 542,0, IV. un- 
gefiihr 508,0; nach dem Durchschiitteln mit dem gleichen Vo- 
lumen 25°/,iger Salzsiiure in der Chloroformschicht: I. 605,5, 
IJ. 561,3. 

Kin Teil des Esters wurde durch Kochen mit Kalilauge 
verseift. Das Porphyrin erfuhr hierbei eine Umwandlung, die 
sich durch die Anderung seiner Léslichkeitsverhiltnisse und 
Spektra kundgab. Wihrend die alkalische Liésung des urspriing- 
lichen Porphyrins das héchst charakteristische reine alkalische 
Himaterinsiiurespektrum (= dreistreifiges alkalisches e-Himato- 


1) A. Papendieck, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff, III. Mitt. 
Diese Zs. Bd. 150, 8. 262 (1925). 

°) H. Fischer, Uber das Uroporphyrin, I. Mitteilung, Diese Zs. 
Bd. 95, S. 50 (1915). 
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porphyroidin-Spektrum 3), [. 642, IT. 592, ITI. 538 mit schwachen 
Vorschatten auf ungefihr 563) gab, lieferte die alkalische Lésung 
des verseiften Ksters folgendes Spektrum: I. 637, IL. 582, 
III. 545, IV. 512. Die gleiche Verinderung zeigt sich auch, 
wenn man rohe oder reine Hiimaterinsiiure oder deren Ester 
mit Kalilauge kocht.*) — 

Da das aus dem Hafer—Porphyratin dargestellte Porphyrin 
bei allen bislang angestellten Reaktionen vollkommene Uberein- 
stimmung mit der Himaterinsiiure gezeigt hat, ist es wahr- 
scheinlich mit ihr identisch. Die im Hafer vorhandene Komplex- 
verbindung des Porphyrins zeigte bei den bislang daran an- 
gestellten Reaktionen die Higenschaften des Hiimatins.’) Dem- 
nach kann kaum mehr bezweifelt werden, daB das hier be- 
schniebene pflanzliche Porphyratin im wesentlichen dieselbe 
Zusammensetzung hat wie das tierische Hiimatin. 


Druckfehlerberichtigune. 
In meiner ersten Mitteilung‘) mub auf 8.178 in der dritten Zeile 
das Wort ,,eine“ durch ,,einer‘ und in der vierten Zeile das Wort ,,Ver- 
einigung“ durch ,,Verunreinigung ersetzt werden. — 


) Vgl. O. Schumin, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, 
ll. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 139, 5. 227 (1924); ferner A. Papendieck 
und K. Bonath, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff, Diese Zs. Bd. 144, 
S. 62 (1925). 

7) Niiheres hieriiber in der folgenden Mitteilung. 

3) Vel. die I. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 154, 8S. 183 (1926). 

4) A.a. O. Bd. 154. 
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Von 


Masaji Tomita, Yutaka Komori und Yuzo Sendju. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki, Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1926.) 


Angesichts der groBen Bedeutung, welche in neuerer Zeit 
von verschiedenen Seiten der Avitaminose fiir die Beriberi- 
krankheit zugeschrieben wird, ist es gewif eine héchst auf- 
fallende Tatsache, daB andere veranlassende Momente fiir diese 
Krkrankung, von einer ailteren Angabe abgesehen, kaum vor- 
liegen. 

Man mub dabei zuerst erkennen, daB die Beriberi fast 
ausschlieBlich bet den Leuten zum Vorschein kommt, die mit 
weibem Reis als Hauptnahrung erniihrt werden. Nun miissen 
wir uns die Frage vorlegen, ob die Nahrung der Beriberi- 
kranken bei uns immer vitaminarm war. 

Wiihrend einerseits yon verschiedenen japanischen Klini- 
kern, vor allem Shimazono, Omori, Taguchi u. a. be- 
stitigt wird, da8 durch Verfiitterung einer gemischten, vitamin- 
armen Kost sich am Menschen Stérungen erzeugen lassen, die 
in vielen Beziehungen den bei Beriberi beobachteten an die 
Seite zu stellen sind, gelangt eine Anzahl von Untersuchern, 
z. B. Ogata und Mitarbeiter zu dem Ergebnis, daB die Beri- 
beri mit der durch ausschlieBliche Verfiitterung von ge- 
schliffenem Reis bei Végeln und Siugetieren erzeugten Er- 
krankung sowohl symptomatologisch wie pathologisch-histo- 
logisch nicht identisch ist. 

Die Tatsache, daB das feuchtwarme Klima_ besonders 
priidisponierend auf die Entstehung der Beriberi wirkt, wenn 
es auch Ausnahmen gibt, und dab diese Krankheit manchmal 
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sruppierend in Anstalten und in Familien auftritt, heb uns 
die Aufmerksamkeit auf die Méglichkeit lenken, daB im An- 
schluB an die mangelhafte Zufuhr des B-Vitamins einige in 
der Verdauungsfliissigkeit des polierten Reis rege entwickelten 
Mikroorganismen liegen bleiben kénnten, die ihrerseits auf die 
Entstehung dieser Krankheit einwirken und AnlaB zu mancher- 
lei Stérungen geben. 

Was nun die Mikroorganismen anbelangt, so kommt zuerst 
Saccharomyces Saké in Betracht, weil diese Hefe, wie man 
bei uns so auffallend bemerkt hat, sich vorzugsweise in der 
verzuckerten Fliissigkeit des polierten Reis entwickelt. 

Wenn die Nahrung von vornherein vitaminarm ist, wie es 
manchmal bei der Reisnahrung gilt, und die Hefe, welche das 
Vitamin assimiliert, den Verdauungskanal bevélkert, so kinnte 
die Avitaminose in héchsten Umfang sehr leicht hervorgerufen 
werden. 

Da nun die Hefen, die unseren Verdauungskanal be- 
wohnen, ihren eigenartigen, unseren Koérperzellen ganz fremden 
Stoffwechsel durchfiihren und dabei fremdartige Stoffwechsel- 
produkte ausscheiden, so schidigen sie uns nicht nur durch 
Wegnahme von Nahrungssitoffen, sondern auch durch Lieferung 
manches Stoffwechselproduktes, das fiir unsere K6rperzellen 
nicht gleichgiiltig ist. Man kénnte wohl denken, da8 mancher 
Krankheitsvorgang auf chronische Vergiftung durch Stoffe 
zuriickzufiihren sein diirite, die dauernd durch Darmflora bei 
der Assimilation der Nahrungsstoffe, einschlieBlich des B-Vita- 
mins, gebildet und vielleicht nicht immer geniigend entgiftet 
werden. 

Von diesem Gesichtspunkte aus, haben wir uns die Frage 
vorgelegt, ob eine besondere Sakéhefe bei der Entstehung der 
Beriberi nicht eine besondere Rolle spielt. 


Experimentelles. 
I. Versuche bei Tauben mit einer B-vitaminarmen Nahrung 
unter gleichzeitiger Zugabe von Saccharomyces Sake. 


Seit EKijkmann zum erstenmal beobachtete, daB man 
auch an Tieren durch ausschlieBliche Ernaihrung mit ge- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLYIII. 6 
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schliffenem Reis die dem Menschenberiberi sehr thnliche:, 
Krankheitsbilder hervorrutfen konnte, haben verschiedene Autoren 
diese Beobachtung durch die Feststellung erweitert, daB diese 
Tiere mit geschilter Gerste und geschiltem Weizen, iiber- 
haupt mit vitaminarmen Nahrungen, nicht gedeihen. Wir 
wihlten als Versuchstiere Tauben und verabreichten ihnen 
zuerst ein Futter, das aus poliertem Reis, Sardinenpulver und 
Gemiise bestand, also einer Nahrung, die etwas A- und (- 
Vitamin enthielt, jedoch fast frei war vom B-Faktor. Die Tiere 
zeigten nach 3—5 Wochen die charakteristischen Krscheinungen. 
Von den Symptomen fallen am meisten die Gangstérungen ins 
Auge. Die Tiere bewegen sich schwerfillig und schwankend 
fort. Es folgen Trigheit und Unbehilflichkeit, Unsicherheit, 
Ungeschicklichkeit, Unentschlossenheit und Willenlosigkeit, 
schlechtes Beherrschen des Gleichgewichtes. Die Tiere bleiben 
verdutzt sitzen und fliehen nicht. Sie bekommen ein struppiges 
Fell und verfallen in Schlafzustand. Die Extremititen sind 
sehr oft krampfhaft gestreckt, der Kopf zuriickgebeugt, der 
Riicken gekriimmt. 

Von verschiedenen Autoren ist es auch sicher festgestellt, 
daB die Symptome der Avitaminose bei verschiedenen Tier- 
arten nicht immer gleich sind. Bemerkenswert ist aber dabei, 
daB gerade die Herzsymptome bei Versuchstieren fast immer 
negativ sind, und daf minimale Mengen des gereinigten Extraktes 
der Reiskleie diese Erkrankung ganz prompt heilen, was bei 
Menschenberiberi niemals der Fall ist. 

Yon den Sakéhefen, die wir Tauben in der mangelhaften 
Nahrung von B-Vitamin zugegeben haben, sind viele ganz 
indifferent geblieben, und zwar eine Art wie Wilia gegen 
Avitaminose eine Heilwirkung zeigte. Sehr augenfillig haben 
dabei A, Nr. 37 und A, Nr. 38 interessante Symptome hervor- 
gerufen, die uns auf das lebhafteste an die Beriberi des 


Menschen erinnerten. 

Sakchefen wurden auf schwach saurem zuckerhaltigem Agar- 
Naihrboden kultiviert. Nach 5 tigiger Kultur wurden die Hefen- 
belege in Wasser suspendiert und 1 mal alle 5 Tage per os 
eingegeben. Die Tauben wurden bei dieser Ernihrungsweise 
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nach 4—5 Wochen, bisweilen auch etwas spiiter von der Krank- 
heit befallen, wihrend die mit ungeschiltem Reis gefiitterten 
Kontrolltiere trotz gleichzeitiger Zugabe von Sakéhefe gesund 
blieben. 

Ks gelang nicht, bereits erkrankte Tiere durch Vitamin- 
priparate schnell wieder herzustellen. Es dauerte viele Wochen, 
um die Krankheit zu heilen. Beachtenswert ist, daB das Vaccin, 
welches aus Sakéhefe A, Nr. 37 und Nr. 38 durch ein halb- 
stiindiges Erwarmen bei 60° dargestellt war, eine merkwiirdige 
Heilkraft hesaB. 

Die Ergebnisse finden sich in Tab. I zusammengestellt. 


II. Uber die Wirkung von Sakéhefe A Nr. 38 auf B-Vitamin. 


Wegen der groBen Bedeutung der Frage, ob eine be- 
stimmte Sakéhefe B-Vitamin spaltet, indem die Avitaminose 
leicht hervorgerufen werden kann, haben wir uns damit be- 
schaftigt, den EinfluB der Sakéhefe A, Nr. 38 auf das B-Vitamin 
zu untersuchen. 


Als brauchbar erwies sich folgendes Medium: 


Liebigs Fleischextrakt . . . . 100g 
Witte Pepton ...... .- 100g 
a ore 5,0 ¢ 
Gimeose aw wlll tl tl tle [6 RUD 
i 
Rohoryzanin. . ..... . 500g 


Die Lésung wurde im Dampftopf sterilisiert, darauf wurde 
eme bestimmte Menge solcher Liésung in Reagensgliisern ge- 
wogen. Nach der Konstatierung, dab Heilung der Vogelberi- 
beri zu erzielen war, wenn man diese Lisung den erkrankten 
Végeln gab, wurden in den Reagensgliisern Sakéhefe A, Nr. 38 
ceimpft. 

Die Reagensgliser wurden nun in den Thermostaten bei 
“0° gestellt; nach Verlauf von 3—28 Tagen wurden sie jedes- 
mal gepriift, ob die Lésung gegen Vogelberiberi noch wirksam 
war. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. 


6* 
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Tabellg 














Nr. des 


Versuchs- 


tieres 





Fiitterung 


Polierter Reis 


dgl. 


Polierter Reis, Sardinen- 
pulver und Gemiise 


dgl. 
dgl. 


Polierter Reis mit Hefe 


del. 


Polierter Reis, Sardinenpulver 
u. Gemiise mit Hefe 


dgl. 


Unpolierter Reis mit Hefe 
dgl. 





Hefearten 


dgl. 
dgl. 


Sakéhefe A, 


dgi. 


Sakéhefe A, 


sakéhefe A, 
Sakéhefe A, Nr. 


Nr. 


Nr. 


Nr. 


Sakéhefe A, Nr. 38 


37 


38 


37 
38 
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K. G. 
Ab- und 
Zunahme 





wee ee 





Symptome 


Spastische Lihmung 
mit Opistotonus 


del. 


> 


dgl. 
del. 


Paretische Lihmung 
ohne Opistotonus 


dgl. 
dgl. 


dgl, 


o 


dgl. 


dgl. 


del. 


Gesund 


dgl. 








Resultate der Behandlung 


Prompte Heilung mit 0,5 g Roh- 
oryzanin 


Besserung dureh Oryzanin nach 
mehreren Tagen 


Erfolglos 
dgl. 


Besserung durch Oryzanin nach 
mehreren Tagen 


Erfolglos 
Besserung durch Oryzanin nach 
mehreren ‘Tagen 


Auffallende Besserung durch 
0,2 eem Vacein u. 1 g Oryzanin 
nach 14 Stunden 

Besserung durch Oryzanin nach 
mehreren ‘Tagen 


Auffallende Besserung durch 
0,2 cem Vaccin u. 1g Oryzanin 
nach 14 Stunden 
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Tabelle II. 





Nr. des Kulturdauer der Sakéhefe in B-vitamin- 
Versuch- haltigem Niihrboden (in Tagen) Bemerkung 
tiers ge ’ ae 160C«*d; 28 
42 Besserung | — | — oo saad 
48 — | Keine | ones | — _ 
| Wirkung | | 
43 = — Keine  — a 
|  Wirkung | 
25 —- | — a Heilung| Die Sakéhefe 
lebt nicht. 
(Dureh Kulti 
vierung ge- 
priift.) 
37 oo | _ —-  dgi. dgl. 








Uberblickt man die Resultate, so ergibt sich als aut- 
fallendstes Ergebnis eine Unwirksamkeit der Lisung gege: 
Taubenberiberi nach 5—16 tagigem Kultivieren, wihrend nacl 
3 Tagen die Lésung noch wirksam ist. Bei langer Kultivie- 
rung wurde die Lésung interessanterweise wieder gegen Avita- 
minose wirksam. Ks ist dabei festgestellt worden, dab die 
Hefe nicht mehr lebte, und wir glauben, daB dadurch reich- 
lich B-Vitamin in der Lésung gelést werden kann. Mag aber 
auch die rein chemische Seite der Frage noch unsicher sein, 
das scheint aus den Versuchen mit Sicherheit hervorzugehen. 
daB es eine solche Hefe gibt, die die Wirkung des B-Vitamins 
vernichtet und auch an Voégeln bei einer vitaminarmen Nahrung 
eine der Menschenberiberi ganz ihnliche Krankheitserscheinung 
hervorrufen kann. 

Betreffs der Spaltungsprodukte des B-Vitamins bei Ein- 
wirkung von Sakéhefe A, Nr. 38 und der Stoffwechselprodukte 
der Hefe, die reichlich B-Vitamin enthalt, kommen zuerst 
Nicotinsiiure und Trimethylaminderivate in Frage, weil niimlich 
diese Verbindungen so oft bei der Reindarstellung des B-Vit- 
amins isoliert werden kénnen und als seine Bausteine au- 


genommen werden. 
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Wenn wir auch noch nicht zum niachsten Ziel gekommen sind, 
die Produkte zu isolieren, welche aus B-Vitamin durch Sakehefe 
sespaltet werden, so haben wir doch eine Reihe von Versuchen 
iiber die chronische Intoxikation durch Nicotinsiure unternommen. 


III. Uber die Intoxikation durch Nicotinsaure. 


Als Stoffwechselprodukte der Sakéhefe, die das B-Vitamin 
svaltet und assimiliert, koOnnte man die Spaltungsprodukte des 
B-Vitamins zuerst in Betracht ziehen, weil Hefezellen im all- 
cemeinen als Bestandteile so reichlich B-Vitamin enthalten. 
Wenn die Sakéhefen den Verdauungskanal bevélkern und sich 
rege entwickeln, so werden die Spaltungsprodukte, und zwar 
die Umwandlungsprodukte des B-Vitamins, mehr oder weniger 
immer im Verdauungstraktus ausgeschieden. Wenn diese Stofie 
im Tierkérper akkumuliert, fiir die Korperzellen nicht immer 
cleichgiiltig wiren, so kénnten dadurch verschiedene Gittwir- 
kungen erscheinen. 

Ob nun Nicotinsiiure und T'rimethylaminderivate 
schiedene ‘Tiere toxisch wirken oder nicht, kann dabei nicht 
unbeachtet bleiben. 


+ 


fiir ver- 


Versuch 1. Eine Taube von 300 g Korpergewicht wurde mit 
unpoliertem Reis gefiittert und ihr wurde taglich 0,5 g Nicotinsiiure als 
Natriumsalz subeutan injiziert. Nach 3 Tagen wurde sie sehr reizbar 
und nach 10 Tagen fing sie an zu hinken. Man beobachtete dabei eine 
Lihmung der Extremititen. 

Versuch 2. Einer Taube von 292 g Kirpergewicht, mit poliertem 
Reis, Gemiise und Fischpulver geniihrt, wurde taglich 1 g Nicotinsiure 
als Natriumsalz per os eingegeben. Die Fiitterung wurde in derselben 
Weise 10 Tage lang fortgesetzt. Nach 2 Wochen erkrankte die Taube 
unter Lihmungen der Beine und der Fliigel. Die Extremitiiten waren 
aber nicht krampfhaft gestreckt und der Kopf nicht zuriieckgebeugt. 

Versuch 8. Einem kriftigen Huhn, mit unpoliertem Reis und 
Gemiise genihrt, wurde 10 Tage lang tiglich 1 g Nicotinsiure als 
Natriumsalz mittels Schlundsonde in den Magen eingefiihrt. Nach 
il) Tagen wurde der Kamm blaurot. Das Tier taumelte beim Laufen. 

Versuch 4. Einem anderen Huhn, mit geschliffenem Reis, Ge- 
miise und Fischpulver gefiittert, wurden 10 g Nicotinsiiure in derselben 
Weise wie bei Versuch 3 gegeben. Nach etwa 10 Tagen wurde die 
Kammspitze nekrotisch. Das Hubn bekam dann Liihmungen der Beine 


und konnte nicht mehr laufen. 
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Die oberen Versuche zeigen uns, daf Nicotinsaéure Végeln 
verabreicht, bei der Reisfiitterung und auch bei normaler 
Nahrung ein Krankheitsbild erzeugt. Die eingefiihrten Dosey 
der Nicotinsiiure waren ziemlich groB. Ob eine ganz kleine 
Dosis bei der Akkumulation ebenso toxisch wirkt oder nicht, 
steht noch dahin. 





IV. Wirkung der Nicotinursaure bei Avitaminose. 


Seit Grijus die Vermutung aussprach, daB es gewisse 
noch unbekannte und dabei lebenswichtige Nahrungsbestand- 
teile giibe, bemiihten sich viele Autoren die Substanz ausfindiv 
zu machen. Aus groBen Mengen Reiskleie isolierte Fun \ 
eine kleine Menge eines Stoffes von héchster physiologischer 
Wirkung. Der von Funk gefundene Korper hat die empirisclie 
Hormel C,,H,)N,O,. Suzuki isolierte aus Reiskleie eine hoci- 
wirksame Substanz. Kr nannte die Substanz Oryzanin. Auch 
andere Forscher haben die Nahrungsmittel auf ihren Gehalt 
an diesem Vitamin zu erforschen gesucht und gefunden, dai 
die zur Ergiinzung der geschilten Getreidesamen und _ ihrer 
Mehle notwendige Substanz nicht nur in der Kleie, sondern 
welt verbreitet und fast in allen natiirlichen Nahrungsmitteln 
zu finden ist. 

Die Vitamintraktion konnte Funk in drei chemisch rein: 
Produkte zerlegen, darunter Nicotinsiure. Oryzanin von 
Suzuki gab bei weiterer Spaltung ebenfalls Nicotinsiure. 
Doch waren die Zerlegungsprodukte, fiir sich verabreicht, un- 
wirksam. 

Der Wunsch, die wirksame Substanz der Vitamintraktion 
in ganz chemisch reinem Zustande zu isolieren, ist heute noch 
wesentlich reger geworden. Aus der Ansicht, daB diese Sub- 
stanzen in Nicotinsiureverbindungen gefunden werden kénnen, 
haben wir eine Aminosdiureverbindung der Nicotinsiure, d. h. 
Nicotinursiiure dargestellt. Diese Siiure wurde zum ersteu 
Male von Ackermann genau beschrieben. Er hat diese 
Nicotinsiureverbindung aus dem Urine des mit Nicotinsdure 
gefiitterten Hundes isoliert. Wir haben durch exakte Nacli- 
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priifung seine Beobachtung konstatiert. Der Schmelzpunkt 
dieser Substanz ist 10° héher als seine Angabe. 

Durch wiederholte Versuche haben wir festgestelit, daf 
Nicotinursiure, eine Glykokollverbindung der Nicotinsiure, 
gegen Vogelberiberi keine Heilwirkung besitzt. 


VY. Kulturversuche von Saccharomyces Saké A Nr. 38. 

Zwecks Lésung der Frage, in welcher Nihrlésung sich 
die Hefe gut entwickelt, haben wir einige Versuche mit ver- 
schiedenen Nahrbéden ausgefiihrt. Die Befunde kénnen kurz 


r 


in folgender ‘l'abelle zusammengestellt werden. 


Tabelle III. 





‘i Entwicklung 
Nihrboden Zusammensetzung ¥ " Bemerkungen 
der Hefe 
Traubenzucker 2°), Glucose sehr gut — 
Agar schwach sauer 
Traubenzucker 2°), Glucose dgl. — 
Bouillon schwach sauer 
Reiskleie Agar 30 ¢g gut — 
Leiskleie 20 ¢ 
Wasser 1000 ¢ 
Reisbrei Reisbreilésung sehr schlecht | Polierter Reis 
(nicht verdaut) 100 cem gebraucht 
Agar 3 ¢ 
Weizenmehl Weizenmehl 20 ¢ gut — 
Agar 30g 
| Wasser 1000 cem 











Aus den Versuchsresultaten der Tab. II] geht hervor, daB 
tie Sakéhefe auf Bouillon und Agar mit Glucoselésung sehr 
cut und auf dem B-vitaminhaltigen Nahrboden auch gut 
wachst. 

Fir die stets bereitwillige giitige Uberlassung der Hefe- 
proben sind wir zum SchluB Herrn Professor T. Takahashi 
in der agrikulturischen Fakultit der Universitit Tokio zu 
gréBtem Dank verpfiichtet. 

















Uber einige Guanidinderivate. 
Von 


Martin Schenek und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts der 
Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 192».) 


Im folgenden sei iiber die Herstellung einiger Guanidin- 
abkémmlinge berichtet, die nach der Pseudothioharnstoffmethode 
bereitet wurden. 


1. N,N-Dimethyl-N’-athylguanidin, HN : C/N[CH,|,\(NHC,H.) 


Diese Base haben wir vor kurzem’) aus N,N,S- wii 

pseudothioharnstoffhydrojodid und Athylamin gewonnen 
I. HN: C(N[CH,})(SCH,) + NH,C,H, = HN : C(N(CH,] re H,) 
+ CH,SH. 

Um eine modglicherweise eintretende Umaminierung (Ver- 
dringung der —N(CH,),-Gruppe durch den Athylaminrest. 
wobei s-Diithylguanidm, HN: C(NHC,H,),, hatte entstehen 
miissen) zu vermeiden, lieben wir die Reaktion bei gewéhn- 
licher ‘Cemperatur sich abspielen und entfernten das iiber- 
schiissige Athylamin in schonender Weise. Das Pikrat der 
von uns erhaltenen Verbindung schmolz nicht ganz scharf bei 
148—152°, withrend als Schmelzpunkt des pikrinsauren Salzes 
des N,N’-Diaithylguanidins von Noah*) 141° angegeben wird. 
Wenn auch unter den eingehaltenen Senvscelsthall aces die 
Gcefabr einer Umaminierung nur gering war’), so haben wir 





1) Diese Zs. Bd. 154, S. 299 (1926). 

*) Chem. Ber. Bd. 23, S. 2196 (1890). 

*) Vgl. auch die jiingst erschienene Arbeit von Klingner, Diese 
Zs. Bd. 155, 8. 208 u. 209 (1926). 
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doch in Anbetracht der nicht groBen Differenz in den Schmelz- 
punkten der beiden Pikrate das N,N-Dimethyl-N’-athylguanidin 
noch auf einem anderen Wege bereitet, niimlich durch Kin- 
wirkung von Dimethylamin auf N-Athyl-S-methylpseudothio- 
harnstofthydrojodid: 
Hi. HN: C(NHC,H,\SCH,) + NH(CH,), = HN: C(NHC,H,)(N/CH,},) 
+ CH,SH. 

Das so hergestellte Produkt zeigte in den Kigenschaften seiner 
Salze das gleiche Verhalten wie der nach Gleichung I bereitete 
Korper, erwies sich also mit diesem als identisch. 

Die Ausfiihrung des Versuches gestaltete sich wie folgt: 
1 g Athylsulfoharnstoff wurde in der frither!) beschriebenen 
Weise methyliert und der hellbraune Sirup des Hydrojodids 
mit 25 ccm einer 33°/,igen wiBrigen Dimethylaminlésung zu- 
sammengebracht. Die klare, farblose, stark nach Mercaptan 
riechende Fliissigkeit stand 4 Tage im verschlossenen GefiB 
bei Raumtemperatur. Dann damptte man zur Verjagung von 
Mercaptan und Dimethylamin die Liésung auf dem Wasser- 
bade ein. Aus dem Riickstand wurde das Jod durch AgCl 
entfernt, das Filtrat vom Jodsilber stark eingeengt und durch 
Zugabe vor Goldchloridlésung eime lige, spiter krystallinisch 
werdende Abscheidung erzeugt. Beim Lésen der erstarrten, 
von der Mutterlauge getrennten Masse in heiBem Wasser blieb 
nur eine sehr kleine Menge reduzierten Goldes zuriick, von 
der heiB abgesaugt wurde. Beim Erkalten des Filtrats schied 
sich das Goldsalz zunichst élig ab, um bald krystallinisch fest 
zu werden. Das exsiccatortrockene Chloraurat schmolz, ent- 
sprechend den friiheren Beobachtungen, be: 82—84° (nach 
vorhergehendem Sintern). 

0,5005 g Substanz enthielten 0.2171 g Au (als Schwefelgold aus- 
vefiilit). 
oe Gef. 43,38°/, Au. 

Ber. fiir C;H,,N,-HAuCl, 43,32°), Au. 

Die Ausbeute an Goldsalz betrug 2,5 g. Aus den beiden 

Mutterlaugen schieden sich nach Einengen noch weitere dlige 





1) Diese Zs. Bd. 154, S. 297 (1926). 
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Massen aus, die beim Stehen krystallinisch wurden und nur 
wenig reduziertes Gold beigemengt enthielten. Die Gesamt- 
ausbeute an Chloraurat entsprach etwa 82°/, der theoretischen 
Menge. Aus dem Filtrat der Analyse und aus weiteren Proben 
des Goldsalzes wurden in bekannter Weise andere Salze her- 
gestellt: Chloroplatinat, Pikrat und Pikrolonat. 

Das Platinsalz wollte anfangs trotz stiirksten Konzentrierens 
der Lésung nicht krystallisieren, wohl weil diese zu stark salz- 
sauer war. Beim Hinzugeben von wenigen Tropfen Wasser 
zur sirupésen Fliissigkeit erfolgte aber ziemlich plétzlich eine 
xrystallinische Ausscheidung von diinnen Prismen, die wieder 
wie friiher bei 165—168° unter Aufschiumen schmolzen. Um 
Zersetzung durch Trocknen bei héherer Temperatur zu ver- 
meiden, wurde die Verbindung fiir die Analyse im Exsiccator 
aufbewahrt. 

0,2296 g Substanz gaben 0,0699 g Pt. 

Gef. 30,44°), Pt. 
Ber. fur (C,H,,N.),0,. FC, 30,49°/, Pt. 

Das in Wasser nicht sehr schwer lésliche, in Nadeln 
krystallisierende Pikrat zeigte im Schmeizréhrchen das gleiche 
Verhalten, wie friiher beobachtet: Simtern von 143° an, 
Schmelzen bei 148—152°. 

0,0989 ¢ Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 20,8 cem N bei 17,5' 
und 754,1 mm Hg. 

Gef. 24,52°/, N. 
Ber. fiir C,H,,N,-C,H,O;N, 24,42°/, N. 

Das Pikrolonat des \,N-Dimethyl-N’-ithylguanidins schied 
sich beim Stehen der wiibrigen Lésung wieder in den bekannten 
hellgelben, weichen, aus feinen Nadeln bestehenden, kugeligen 
Massen aus, daneben waren vereinzelte dunkelgelbe, harte, 
kleine Drusen vorhanden. Die weichen Kugeln wurden ab- 
vetrennt und aus wenig Wasser umkrystallisiert. Der Schmelz- 
punkt lag danach, wie frither, ber 172—174° (rotbraune 
Schmelze, von etwa 165° an allmihlich stirker werdendes 
Sintern). Nach sorgfiltigem Mischen des bei 110° getrockneten 
Salzes mit Kupferoxyd ergab die Stickstoffbestimmung einen 
hefriedigenden N-Wert: 
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0,1037 g Substanz lieferten 22,9 ecm N bei 18° und 759,8 mm Hg. 
Gef. 25,90°/, N. 
Ber. fiir C,H,,N,-C,,H,0;N, 25,85°/, N. 


2. Isoamylguanidin (Dihydrogalegin), 
HN : ((NH,)(NH-CH, -CH, -CH/CH,],). 

Isoamylguanidin hat wegen seiner nahen Beziehungen zum 
natiirlich vorkommenden Galegin biochemische Bedeutung. 
Das in den Samen des GeifSklees (Galega officinalis) von Tanret 
entdeckte Galegin ist von Barger und White?) einerseits, 
von Spath und Prokopp?) andererseits als ein Jsoamylenyl- 
guanidin von der Formel: HN: C(NH,)(NH-CH,-CH: C[CH,] 
erkannt worden. Den strikten Beweis fiir die Richtigkeit jes 
angenommenen Formel haben neuerdings Spith und Spitzy® 
erbracht, indem es ihnen gelang, aus Dinatriumcyanamid und 
kiinstlich bereitetem lsoamylenylaminchlorhydrat, (CH,),C : CH. 
CH,-NH,-HCl, Galegin zu synthetisieren. Durch katalytische 
Hydrierung geht die ungesiittigte Guanidinbase unter Aufnahme 
eines Molekiils Wasserstoff in Dihydrogalegin, HN: C(NH,)(NH.- 
CH, -CH,-CH[CH,],), itber. Diese Verbindung ist von Barger 
und W hite?) aus Cyanamid und Isoamylamin, H,N-CH,-CH,- 
CH(CH,),, baw. von Spith und Prokopp®) aus Dinatrium- 
cyanamid und IJsoamylaminchlorhydrat synthetisch bereitet 
worden. Wir haben Isoamylguanidin aus S-Methylpseudothio- 
harnstoffhydrojodid und Isoamylamin gewonnen: 

Ill. HN : C(NH,)(SCH,) + NH,-CH,-CH,-CH( <? Ja 

= HN : C(NH,)(NH-CH, -CH, .CHICH,} + CH,SH. 

Dementsprechend wurde 1 g xy arta in bekannter 
Weise mittels CH,.J methyliert, das Jodmethylat mit 25 ccm 
einer etwa 33°/,igen Auflésung von Isoamylamin (Kahlbaum 
in 95°/,igem Alkohol zusammengebracht und die klare, farb- 
lose Fliissigkeit nach Stigigem Stehen zur Beseitigung des 





1) Chem. Zbl. 1924, I, S. 1543. 
) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 474 (1924). 
5) Chem. Ber. Bd. 58 

) 
) 


8, S. 2273 (1925) 
a. a. O. 
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iiberschiissigen Amins wiederholt mit Alkohol auf dem Wasser- 
bade eingedampft. Den Riickstand nahm man in wenig Wasser 
auf und gab wiBrige Pikrolonsiurelésung in berechneter Menge 
hinzu. Die sofort auftretende, in Wasser sehr schwer ldésliche 
Wallung krystallisierte man aus Wasser um; es resultierten 
feine, gebogene, sternférmig gruppierte Nadeln, die im Schmelz- 
rohrehen bei 280—282° unter Aufschiumen sich zersetzten, 
nachdem bereits vorher Sintern bzw. Verfairbung eingetreten 
war. Die Ausbeute an umkrystallisiertem Material betrug 
3,5 g, entsprechend 67—68°/, der theoretischen Menge. Fiir 
die Analyse wurde das Pikrolonat bei 125—130° getrocknet. 
0.0949 ¢ Substanz lieferten 20,4 cem N bei 16,5° und 750,1 mm Hg. 
0,0993 g Substanz gaben 21.0 cem N bei 15° und 752,6 mm Hg. 
Gef. 25,02°/, 24,82°/, N. 
Ber. fir C,H,,N,-C,,H,0,N, 24,93°/, N. 

Das Pikrolonat diente nach Ausithern der Pikrolon- 
siure usw. zur Herstellung anderer Salze: Chloraurat, Pikrat 
und Chloroplatinat. Das Goldsalz schied sich anfangs lig ab, 
um dann krystallinisch zu werden: Blittchen bzw. Tafeln, die 
exsiccatortrocken im Schmelzréhrchen bereits bei etwa 95° 
stark sinterten und bei 102° vollstindig geschmolzen waren. 
Durch Umkrystallisieren aus salzsiiurehaltigem Wasser trat 
keine Anderung des Schmelzpunktes ein. 

0.2600 g Substanz (exsiccatortrocken) enthielten 0,1089 g Au. 

Gef. 41,89°/, Au. 
Ber. fir C,H,,N,-HAuCl, 42,03°/, Au. 

Bei langerem Kochen einer wiBrigen Lésung von Galegin- 
sulfat in Gegenwart von Oxalsiure hat H. Miiller?) neben 
dem durch Wasseranlagerung an Galegin entstehenden Oxy- 
dihydrogalegin eine Verbindung erhalten, die sich gegen Per- 
manganat gesittigt verhielt, deren Goldsalz bei 158° schmolz 
und die von Miiller als Dihydrogalegin angesprochen wird. 
Wenn auch bei Goldsalzen ein und derselben Base je nach 
Provenienz mitunter nicht unerhebliche Differenzen im Schmelz- 
punkt gefunden werden, so ist der Unterschied zwischen dem 
von Miller und von uns beobachteten emperaturgrad doch 


1) Zs. Biol. Bd. 83, S. 251 u. 252 (1925). 
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so grob, daf in der von Miller erhaltenen Verbindung Di- 
hydrogalegin nicht vorliegen kann, zumal da eine weitere 
Kennzeichnung der Base durch Uberfiihrung des Chloraurats 
in andere Salze nicht stattgefunden hat und die Entstehung 
des Dihydrogalegins bei der genannten Reaktion nicht gerade 
sehr wabrscheinlich ist. Eher kénnte man an ein Polymeri- 
sationsprodukt des Galegins denken; allerdings ist die von 
Miiller verwendete Oxalsiure gerade zur Vermeidung von 
Polymerisation an Stelle der sonst bei Wasseraddition an 
Doppelbindungen benutzten Schwefelsiure empfohlen worden.?) 
Wir sehen das von uns hergestellte Goldsalz als rein an, be- 
sonders aus dem Grunde, weil andere Salze der bei unseren 
Versuchen gewonnenen [base bei der Schmelzpunktsbestimmung 
den Angaben des Schrifttums entsprachen und weil das Chlor- 
aurat auBer aus dem Pikrolonat auch aus dem Sulfat 
‘Schmelzp, 268—270°) erhalten wurde (vgl. unten). 

Das aus unserem Pikrolonat hergestellte pikrinsaure Salz 
des [soamylguanidins bildete citronengelbe, in Wasser schwer 
lisliche Nadeln, die bei 173—174° schmolzen, nachdem bereits 
bei etwa 160° geringgradiges Sintern eingetreten war. Durch 
Umkrystallisieren aus Wasser iinderte sich der Schmelzpunkt 
des Salzes nicht. Barger und White?) geben als Schmelz- 
punkt des Dihydrogaleginpikrats (lange, schmale T'afeln) 172°, 
Spith und Prokopp *) 173—174° an. 

0,0956 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 19,3 eem N bei 16,5° 
und 754,3 mm He. 

Gef. 23,63°/, N. 
Ber. fiir C,H,,.N,-C,H,O,N, 23,46°/, N. 

Kin Priiparat anderer Darstellung verhielt sich beziiglich 
des Schmelzpunktes (173—174° und des Stickstofigehaltes 
ebenso: 

0,1068 g Substanz (bei 110° getrocknet) lieferten 21,3 ecm N_ bei 
14° und 754,7 mm Hg. 





Gef. 23,56°/, N. Ber, 23,46°/, N. 
 Houben-Weyl, Methoden d. organ. Chem. III, 8. 77, 2. Aufl. 
1923), 
2) aa. O 





' 
i 
; 
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Das Chloroplatinat des Isoamylguanidins schied sich beim 
Versetzen der konzentrierten wiBrigen Lésung des Hydro- 
chlorids (aus dem Pikrolonat bereitet) mit wiBriger Platin- 
chloridlésung zunachst dlig aus, um bald krystallinisch zu 
werden: Nadeln vom Schmelzp. 166—168° (Schmelzen unter 
Aufschiumen, vorhergehendes Sintern). 

0,1801 g Substanz (bei 105° getrocknet) enthielten 0,0526 ¢ Pt. 

Gef. 29,21°/, Pt. 
Ber. fir (C,H,;N,),H,PtCl,  29,21°/, Pt. 

Bei einem anderen Versuch verwendeten wir nicht das 
Hydrojodid, sondern das Sulfat des S-Methylpseudothioharn- 
stoffs und brachten demgemiB 1,6 g des fein zerriebenen Sul- 
fats mit 10 ccm der oben erwihnten 33°/,igen alkoholische: 
Isoamylaminlésung zusammen; es trat keine vollstindige Lésung 
ein, erst auf Zusatz von 3,2 ccm Wasser resultierte beim 
Schiitteln eine klare Fliissigkeit. Nach 8 tigigem Stehen wurde 
die Lésung zur Vertreibung des Isoamylamins wiederholt mit 
Alkohol auf dem Wasserbad eingedampft und der Riickstand 
aus 95°/,igem Alkohol umkrystallisiert: feine, weiBe Nadeln. 
die bei 268—270° unter Aufschiumen schmolzen. Barger 
und White?) geben als Schmelzpunkt des Dihydrogalegin- 
sulfats 270° an. Das hygroskopische, méglicherweise auch 
krystallwasserhaltige Salz wurde fiir die Analyse bei 125° ge- 
trocknet. 

0,0955 g Substanz lieferten 19,4 ccm N bei 19° und 761,38 mm Hg. 

Gef. 23,799, N. 
Ber. fiir (C,H,.N,)H.SO, 22,58, N. 

Kine Probe des Sulfats wurde in das Goldsalz iibergefiihrt, 
das wieder bei 102° schmolz (ab 95° starkes Sintern) und 
41,82°/, Au enthielt (ber. 42,03°/,). Die Mutterlauge des Sul- 
fats brachte man zur T'rockne, léste den Riickstand in Wasser 
und gab wiBrige Pikrolonsiurelésung hinzu. Die Fillung 
wurde aus Wasser umkrystallisiert, Zersetzungspunkt des Pikro- 
lonats wie oben: 282—283°, N-Gehalt: 25,15°/, (ber. 24,93 °,,). 
Aus dem Pikrolonat stellte man durch Ausiithern der Pikrolon- 
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siure usw. das Hydrochlorid her, aus diesem nach Entfernen 
des Chlors mit AgNO,, des iiberschiissigen Silbers mit H,S 
eine salpetersiiurehaltige Lisung des Nitrats, die nach starkem 
Konzentrieren das salpetersaure Salz zunichst in Gestalt eines 
farblosen Oles ausschied, das beim Stehen zu einer weiBen 
krystallinischen Masse erstarrte. Diese wurde von der spir- 
lichen Mutterlauge abgepreBt, zerrieben und im Exsiccator 
aufbewahrt. Der Schmelzpunkt lag danach bei 75—76°, ent- 
sprechend den Angaben von Barger und White.?) 
0,0974 g Substanz (exsiceatortrocken) gaben 24,8 cem N bei 21,5° 

und 752.3 mm Hg. 

Gef. 29,21°/, N. 

Ber. fiir C,H,.N.-HNO, 29,16°/, N. 


Die Gesamtausbeute (reines Sulfat -- reines Pikrolonat} 


} 


hetrug bei diesem Versuch mindestens 73,5°/, der Theorie. 
3. Allylguanidin, HN: (0,NH,)(NH-CH,-CH:CH,). 

Allylguanidin ist von Majima®*) durch mehrstiindiges 
Krlutzen der absolut-alkobolischen Lésung aquivalenter Mengen 
von Allylaminsulfat und Cyanamid im zugeschmolzenen Rohr 
aut 110-—-120° bereitet und in Gestalt von Sulfat, Pikrat und 
Chloroplatinat gekennzeichnet worden. Wir haben die Allyl- 
base nach der Rathkeschen Methode auf zwei Wegen er- 
halten: aus N-Aliyl-S-methylpseudothioharnstofihydrojodid und 
Ammoniak (IV) und aus S-Methylpseudothioharnstofisulfat und 
Allylamin (V): 
IV. HN: C(NHC,H,)(SCH,) + NH, = NH: C(NHC,H,)(NH.) + CH,SH; 
V. HN: C(NH,)(SCH,) + NH.C,H, = HN: C(NH,)(NHC,H,) + CH,SH. 

1 g Allylsulfoharnstoff (Thiosinamin) wurde in der iiblichen 
Weise mit CH,J methyliert und der griinlichgelbe Sirup des 
Hydrojodids mit 25 ccm 25°/,igen wiBrigen Ammoniaks ver- 
setzt. Die klare Loésung iiberlie’ man mehrere Tage sich 
selbst und dampfte sie dann auf dem Wasserbade cin. Aus 
dem Riickstand versuchte man nach Entfernen des Jods usw. 


1) a.a. O. 
*) Chem. Ber. Bd. 41, S. 181 (1908). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. pliysiol. Chemie, CLVITII. 
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ein Goldsalz herzustellen; die auf Zusatz von Goldchlorid- 
lésung entstehende starke dlige Triibung bzw. Fallung zersetzte 
sich aber beim Erwirmen unter Abscheidung von metallischem 
Gold, weshalb von weiteren Versuchen zur Bereitung des Chlor- 
aurats Abstand genommen wurde. Es ist bemerkenswert, dali 
das héhere Homologe des Allylguanidins, das Galegin nach 
H. Miller’) ein anscheinend bestindiges Golddoppelsalz liefert, 
wihrend das Chloraurat der Spaltbase des Galegins, also des 
Tsoamylenylamins: H,N-CH,-CH : C(CH,),, beim Ejindunsten 
der Lisung im Vakuum eine Zersetzung unter starker Gold- 
abscheidung erfahrt (Spath und Prokopp)’). 

Bei einer Wiederholung des Versuchs unter den gleichen 
Bedingungen, auch beziiglich der Mengenverhiltnisse, wie oben 
angegeben, wurde der durch Kindampfen des Reaktionsgemisches 
erhaltene Riickstand in Wasser aufgenommen und die Lisung 
mit der berechneten Menge etwa 1°/,iger wiBriger Pikrolon- 
siurelésung gefillt. Nach Umkrystallisieren des in Wasser 
sehr schwer léslichen Pikrolonats aus diesem Lésungsmitte! 
ergab sich eine Ausbeute von 2,54 ¢ des Salzes, entsprechend 
etwa 81°/, der theoretisch méglichen Menge. Das Pikrolonat 
zersetzte sich bei 262—2638° unter Aufschiumen, nachdem 
bereits vorher Sintern und Verfirbung eingetreten waren. 





0,1041 g Substanz (bei 125° getrocknet) gaben 24,2 ecm N bei 15,5 ° 

und 752,83 mm Hg. 
Gef. 27,25 yf Fee 
Ber. fiir C,H,N,-C,,H,0O,N, 27,00°/, N. 

Kin Teil des Pikrolonats wurde in das Platindoppelsalz, 
ein anderer Teil in das Pikrat iibergefithrt. Das in Wasser 
ziemlich leicht lésliche, rotgelbe Nadeln bildende Chlovo- 
platinat zersetzte sich im Schmelzréhrchen bei 187°. 

0,1618 g Substanz (bei 105° getrocknet) enthielten 0,0520 g Pt. 

Gef. 32,14°/, Pt. 
ser. fiir (C,H,N,),H,PtCl, 32,09°/, Pt. 


1) Zs. Biol. Bd. 83, S. 247 (1925 
*) Chem, Ber. Bd. 57, 8S. 478 


5). 
(1924), 
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Kin bei einer anderen Darstellung ebenfalls iiber das 
Pikrolonat erhaltenes Platinsalz schmolz unter Zersetzung etwas 
niedriger: bei 183—184°. 

0,1685 g Substanz (bei 105° getrocknet) lieferten 0,0540 g Pt. 

Gef. 32,05°/, Pt. Ber. 32,09°/, Pt. 

Nach Majima schmilzt das Allylguanidinchloroplatinat 
bei 188° unter Zersetzung. 

Das von uns hergestellte Pikrat bildete in Wasser mibig 
schwer lésliche gelbe Nadeln, die bei etwa 146° schmolzen 
(Majima: 144—145°). 

0,0951 g Substanz (bei 105° getrocknet) gaben 21,5 cem N bei 17° 
und 745,0 mm Hg. 

Gef. 25,84°/, N. 
Ber. fiir C,H,N,-C,H,0,N, 25,61 °/, N. 

Zur Darstellung des Allylguanidins nach Reaktion V 
(S. 97) wurde 1 g S-Methylpseudothioharnstoffsulfat mit 1,2 ¢ 
Allylamin in etwa 6 ccm 95°/,igen Alkohols aufgeschwenmt 
und vorsichtig gerade so viel Wasser hinzugegeben, bis voll- 
stiindige Lésung eingetreten war. Die klare, farblose Fliissig- 
keit schied beim Stehen im verschlossenen GefaiB allmihlich 
weibe, glinzende, prismenformige Krystalle aus. Nach 10tigigem 
Stehen saugte man die krystallinische Ausscheidung ab und 
wusch mit wenig kaltem Wasser nach. Die Ausbeute an Sulfat 
betrug 37,4°/, der Theorie. Nach Schmelzpunkt (220—222°, 
Majima: 220—222°) und Analyse lag reines Allylguanidin- 
sulfat vor. 

0,1034 g Substanz (bei 120° ohne wesentliche Gewichtsabnahme 
getrocknet) gaben 25,4 ccm N bei 18° und 751,0 mm Hg. 

Gef. 28,47°/, N. 
Ber. fiir (C,H,N,),H,SO, 28,37°/, N. 

Die Mutterlauge der Krystallisation dampfte man auf 
dem Wasserbade ein und krystallisierte den Riickstand aus 
Alkohol +- Wasser um, es wurde so noch eine weitere Ausbeute 
an schwefelsaurem Salz erhalten, das im Schmelzréhrchen von 
etwa 177° an geringes Sintern zeigte und bei 22()—221° 
schmolz, also wohl ebenfalls aus reinem Ally]guanidinsulfat 
bestand. Die Gesamtausbeute betrug mindestens 73,5°/, der 
theoretisch mbglichen Menge. 
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4, Athylendiguanidin, HN : C(NH,)-NH-CH,-CH,-NH-C(NH,): NH. 


Wir haben diese Base bereits friiher aus S-Methylpseudo. 
thioharnstoffhydrojodid (2 Mol.) und Athylendiaminhydrat (1 Mol, 
erhalten: 

VI. 2HN: C(NH,)(SCH,) + H,N-CH,-CH,-NH, 
= HN: C(NH,)-NH-CH,-CH,-NH-C(NH): NH + 2CH,SH, 

und verschiedene ihrer Salze beschrieben.') Es sei hier noch 
nachgetragen, daB man Athylendiguanidin in reiner Form leicht 
auch aus dem S-Methylpseudothioharnstoffsulfat gewinnen 
kann, wenn man wie folgt verfahrt: 1 g des genannten Sulfats 
wird mit 0,28 g Athylendiaminhydrat, H,N-CH,-CH,-NH, -H,0 
zusammen in 5 ccm Wasser gelést und die zuniichst klare 
Fliissigkeit S Tage lang sich selbst iiberlassen. Nach mehr- 
stiindigem Stehen beginnt die Ausscheidung von weifen, harten 
Krystallmassen, die nach Beendigung des Versuchs abgesaugt 
und mit wenig Wasser gewaschen werden. Die Ausbeute an 
diesem Salz betriigt mindestens 72°/, der Theorie. Der Zer- 
setzungspunkt lag bei 289—290°. 

0,0937 g Substanz (bei 130° getrocknet) gaben 28,0 cem N bei 17° 
und 748,4 mm Hg. 

Gef. 384,64°/, N. 
Ber, fiir C,H,.N,-H,SO, 34,70°/, N. 

Das Salz scheidet sich mit Krystallwasser aus der wiil- 
rigen Liésung aus, denn das aus Wasser umkrystallisierte, zer- 
riebene, zwischen Filtrierpapier abgepreBte und gewogene Ma- 
terial nahm beim Trocknen bei 130° erheblich an Gewicht ab. 





0 


0,3818 g Substanz verloren 0,0462 g. 
Gef. 12,10°/, H,0. 

0,0927 g der getrockneten Substanz gaben 27,5 cem N_ bei 17,5" 

und 756,8 mm Hg. 
Gef. 34,71°/, N. 
Ber. fiir C,H,,N,-H,SO, — 34,70°/, N. 

Der gefundene Wassergehalt stimmt ungefihr auf 2 Mo- 
lekiile Krystallwasser, denn ein Salz von der Formel: C,H,,N,: 
H,SO, + 2H,O verlangt 12,95°/, H,O. Das Minus von 0,85°/, 
erklirt sich vielleicht aus dem Umstand, daB dem Salz mit 


1) Diese Zs. Bd. 155, 8. 306 (1926). 
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2 Molekiilen Krystallwasser eine bestimmte Menge eines wasser- | 
irmeren oder des wassexfreien Sulfats beigemengt war. Eine | 
Probe anderer Darstellung verhielt sich bei der Wasserbestim- 
mung genau ebenso. 
0,5067 g Substanz verloren bei 130° 0,0613 g an Gewicht. 
Gef. 12,10°/, H,0. 
Ber. 12,95 = 

Bemerkt sei noch, daB das krystallwasserhaltige Salz im 
Schmelzréhrchen kein wesentlich anderes Verhalten zeigte als 
die getrocknete Substanz, die Wasserabgabe bei etwa 100° 
machte sich nur wenig bemerkbar und die Zersetzung erfolgte 
be1 289—290°. 

Aus je einem Teil des Athylendiguanidinsulfats haben wir 
das Dichloraurat und das Chloroplatinat bereitet. Das Gold- 
salz zersetzte sich, wie friiher, unter Aufscha’umen bei etwa 
258°. 

0,2315 g Substanz (bei 110° getrocknet) enthielten 0,1106 g Au. 

Gef. 47,78°/, Au. 
Ber fiir C,H,,N,-2 HAuCl, 47,85°/, Au. 

Das Chloroplatinat erfuhr beim Trocknen bei 125° nur 
eine ganz unbedeutende Gewichtsabnahme, enthilt also im 
Gegensatz zu den Platindoppelsalzen des Propylen- und 'Tri- 





methylendiguanidins (vgl. unten) kein Krystallwasser. Der Zer- 
setzungspunkt lag wieder, wie friiher, bei 255—258”. 
0,6010 g Substanz (bei 125° getrocknet) gaben 0,2108 g Pt. 
Gef. 35,08°/, Pt. 
Ber. fiir C,H,.N,,-H,PtCl, 35,22°/, Pt. 





5. d,l-Propylendiguanidin, 
HN : C(NH,)-NH-CH(CH,)-CH,-NH-C(NH,) : NH. 

Das von F. Kutscher') m Liebigs Fleischextrakt und 
in Harn aufgefundene Vitiatin kommt durch die empirische 
Mormel C,H,,N, zum Ausdruck, Kutscher hilt diese Base 
fiir ein methyliertes Athylendiguanidin von der Konstitution: 


) HIN : C(NH,)- N(CH,)- CH, - CH, NH- C(NH,): NH. 
: - 








) Zentralbl. f. Physiolog. Bd. 21, S. 33 (1907); Diese Zs. Bd. 51, 
8. 457 (1907). 
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H, Schotte und H. Priewe?), die vor kurzem eine Ver- 
bindung von der eben bezeichneten Struktur synthetisiert haben, 
fanden, daB die kinstlich hergestellte Base zwar manche Ahn- 
lichkeit mit dem Vitiatin zeigt, daB aber im Schmelzpunkt der 
(soldsalze beider Verbindungen eine wesentliche Differenz be- 
steht. Die Identitit des kiinstlich bereiteten Kérpers mit dem 
Vitiatin ist daher noch nicht erwiesen. 

Unter der Voraussetzung, daB es sich beim Vitiatin win 
eine einheitliche Substanz handelt?), kénnte die Kutschersche 
Verbindung auch einem anderen der verschiedenen, 2 Guanidin- 
kerne enthaltenden Kérper von der Formel C,H,,N,  ent- 
sprechen. Wir haben im Anschlu8 an die Bereitung des 
Athylendiguanidins auch Propylen- und Trimethylendiguanidin 
hergestellt, weil diese Basen noch nicht beschrieben waren un( 
weil die eine oder andere méglicherweise mit Vitiatin identisch 
sein konnte. Propylendiguanidin wurde aus 1 Mol. S-Metbyl- 
pseudothioharnstoffsulfat (bzw. aus 2 Mol. des entsprechendei 
Hydrojodids) und 4/, Mol. Propylendiaminhydrat, (CH, -CH(NH.,)- 
CH,-NH,),H,O erhalten: 

VIL. 2HN: C(NH,)\SCH,) + H,N-CH(CH,)-CH,-NH, = 
HN : C(NH,)+» NH-CH(CH,)-CH,-NH+C(NH,) : NH + 2CH,SH. 

Auch bei dieser Reaktion bestand, wie beim Athylen- 
diguanidin’), von vornherein die Méglichkeit, daB die Um- 
setzung in anderer Weise sich vollziehen konnte unter Bildung 
der Biguanidderivate: 

H,N-C(: NH)-NH-C(: NH): NH-CH(CH,)-CH,-NH, oder 
H,N-C(: NH): NH-C(: NH): NH+CH, -CH(CH,):NHj. 

Wir haben daher unser Reaktionsprodukt in Gestalt des 
Dihydrochlorids wieder nach van Slyke gepriift und bei dieser 
Priifung nur eine geringe Menge Stickstoff erhalten, da das 
verwendete salzsaure Salz wohl noch eine kleine Beimengung 
(Agmatin-Homologes, vgl. unten) enthielt; der von uns her- 





1!) Diese Zs. Bd. 153, S. 67 (1926). 

*) Vgl. dagegen Ellinger, der im Vitiatin ein Gemenge von 
Mcthyl- und Dimethylguanidin vermutet, Neubauer-Huppert, Analyse 
des Harns, 11. Aufl., S. 702 (1913). 

3) Diese Zs, Bd. 155, S. 306 (1926). 
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gestellten Base kommt daher mit gréS8ter Wahrscheinlichkeit 
die obige Konstitution eines Propylendiguanidins zu, denn die 
beiden Biguanidabkémmlinge hitten nach dem van Slykeschen 
Verfahren mit der dem Biguanidkomplex nicht angehérigen 
freien Aminogruppe reagieren miissen. Im iibrigen sei be- 
merkt, daB die obige Gleichung VII (und dasselbe gilt fiir alle 
anderen, fiir die Umsetzung zwischen Pseudothioharnstoffen 
und Aminbasen aufgestellten) nur die Ausgangsstoffe und die 
Kndprodukte der Reaktion enthilt und nichts iiber die Art 
und Weise aussagen soll, wie die Kinwirkung des Amins auf 
den Pseudothioharnstoff erfolgt. In dieser Hinsicht gibt es 
verschiedene Méglichkeiten: es kann ein direkter Ersatz der 
Schwefelalkylgruppe durch den Amuinrest stattfinden oder es 
lagert sich zunichst das Amin an die Doppelbindung des 
Pseudothioharnstoffs an, worauf eine Abspaltung von Mercaptan 
erfolgt, oder es hat umgekehrt, soweit dies angingig ist, zuerst 
eine solche Abspaltung unter Bildung eines Cyanamid- oder 
Carbodimidderivates statt und dann vollzieht sich die Addition 
der Aminbase. Welche von diesen Méglichkeiten tatsichlich 
vorliegt, lassen wir dahingestellt, wenn auch die letztgenannte 
nach der jiingst erfolgten Verdffentlichung Klingners’) eine 
gewisse Wahrscheinlichkeit besitzt. — Erwihnt sei auch noch, 
daB das von uns hergestellte Propylendiguanidin im Polari- 
sationsapparat keine Drehung zeigte, da das gewohnliche, race- 
mische Propylendiamin fiir die Synthese verwendet worden war. 

Die Ausfiihrung des Versuchs geschah in folgender Weise: 
2,87 g S-Methylpseudothioharnstoffhydrojodid (entsprechend 1 g 
Sulfoharnstoff) wurden mit 5 ccm 95°/,igem Alkohol und 
0,55 g Propylendiaminhydrat (bzw. 2 g S-Methylpseudothio- 
harnstoffsulfat mit 7 ccm Wasser und 0,6 g Propylendiamin- 
hydrat) zusammengebracht und die klaren, farblosen Lésungen 
8—10 Tage sich selbst iiberlassen. Dann dampfte man die 
Hliissigkeit auf dem Wasserbad ein, nahm den Riickstand in 
Wasser auf und fallte mit wiBriger Pikrolonsiurelésung. Das 
in Wasser sehr schwer lésliche Pikrolonat wurde aus heiBem 





') Diese Zs. Bd. 155, S. 206 (1926). 
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Wasser umkrystallisiert; die so erhaltene dunkelgelb gefirbte 
Krystallisation vom Zersetzungsp. 275° war, wie eine Stickstoff- 
bestimmung lehrte, noch nicht rein, wenn sie auch vorwiegend 
aus dem gesuchten Propylendiguanidindipikrolonat bestand. 

0,1015 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 24,1 cem N bei 19° 


we 


und 755,9 mm Hg. 
Gef. 27,61°/, N. 
Ber. fiir CjH,.N,-2C,H,0,N, 28,57) N. 

Aus der Mutterlauge der Krystallisation vom Schmelz- 
punkt 275° schied sich beim Stehen in hellgelben, flockigen 
Massen ein Salz aus, das bei 267° unscharf sich zersetzte und 
bei der Analyse einen auf das Dipikrolonat einer Guanidino- 
aminoverbindung: 

HIN : C(NH,)-NH-CH(CH;)-CH,-NH, oder 
HN : C(NH,)- NH-CH,-CH(CH,)- NH, 
stimmenden N-Wert gab. . 

0,0967 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 21,9 cem N_ bei 

19,5° und 754,4 mm Hg. 
tef, 26,23°/, N. 
Ber. fir C,H,.N,-2C,,H,O;N,  26,09°/, N. 

Auch bei einem anderen Versuch wurde durch EKindampfen 
der Mutterlauge und Umkrystallisieren des Riickstandes eine 
Substanz erhalten, die bei 274° sich zersetzte, nachdem bereits 
bei 270° starkes Sintern und Verfirbung eingetreten waren, 
und bei der Analyse einen ahnlichen N-Wert lieferte. 

0,0978 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 22,5 cem N bei 23° 
und 755,5 mm Hg. 

Gef. 26,37°/, N. 
Ber. 26,09 __,,. 

Sehr wahrscheinlich lag also hier die dem Agmatin ent- 
sprechende, kohlenstoffirmere Verbindung vor, wenn auch 
nach dem unscharfen Zersetzungspunkt das Material wohl noch 
nicht ganz rein war. Wir haben eine weitere Untersuchung 
der Mutterlaugen zuriickgestellt, da es uns vorliufig nur auf 
die Isolierung des Diguanidins ankam. 

Das Material vom Schmelzp. 275° wurde nun nochmals 
aus heiBem Wasser umkrystallisiert, die ausgeschiedene, nadel- 
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formige Krystallisation noch warm von der Mutterlauge ge- 
trennt und mit warmem Wasser ausgewaschen. Der Zer- 
setzungspunkt lag jetzt bei 293° (Aufschiumen nach vorher- 
gehendem Sintern und Verfarbung) und der N-Gehalt stimmte 
einigermaBen mit dem vom Propylendiguanidindipikrolonat ge- 
forderten Wert iiberein. 

0,0990 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 24,1 cem N bei 18° 
und 758,3 mm Hg. 

Gef. 28,49°/, N. 
Ber. fiir C,;H,,N,-2C,,H,0;N, 28,579, N. 

Die Ausbeute an Salz vom Schmelzp. 293° betrug 30°/, 
der Theorie. Eine Probe anderer Darstellung zersetzte sich 
ebenfalls bei 293° und enthielt 28,46°/, N. 

Kin Teil des Dipikrolonats wurde in das Golddoppelsalz 
iibergefiihrt: in Wasser nicht schwer lésliche Blittchen, die 
bei 214—215° unter Aufschiumen schmolzen (nach vorher- 
gehendem schwachen Sintern). 

0,4096 g Substanz (bei 120° ohne wesentliche Gewichtsabnahme 
getrocknet) cnthielten 0,1925 g Au. 

Gef. 47,00°/, Au. 
Ber. fiir C;H,,N,-2HAuCl, 47,05°/, Au. 

Vitiatinchloraurat schmilzt nach Kutscher unscharf bei 
167° (klare Schmelze erst gegen 190°). Bei dieser groBen 
Differenz in den Schmelzpunkten der Dichloraurate diirfte 
Propylendiguanidin kaum mit Vitiatin identisch sein, allerdings 
simmen wir Schotte und Priewe?) darin bei, dab 
zur Kntscheidung der Frage der Identitat oder Nichtidentitat 
eines synthetisch hergestellten Produktes mit dem wenig 
charakterisierten Vitiatin nur die direkte Vergleichung zum 
Ziele fiihren wird. Ubrigens muB hervorgehoben werden, dab, 
wenn wirklich dem Vitiatin die Formel eines Propylendiguanidins 
zukommen sollte, mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht die race- 
mische Verbindung, sondern eine der beiden optisch aktiven 
Modifikationen in Betracht zu ziehen sein wird. Ob Vitiatin 
optisch aktiv ist, ist nicht bekannt. 





sa a O. 
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AuBer dem Golddoppelsalz haben wir noch Dipikrat und 
Chloroplatinat aus dem Dipikrolonat hergestellt. Das Dipikrat 
bildet citronengelbe Nadeln, die in Wasser schwer léslich sind, 
aber doch wesentlich leichter als das Dipikrolonat, und _ bei 
239—240° schmelzen. 

0,0888 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 20,8 cem N bei 16,5° 
und 757,2 mm Hg. 

Gef. 27,52°/, N. 
Ber. fiir C,;H,,N,°2C,H,0,N; 27,27°/, N. 
Das Chloroplatinat schied sich in Gestalt von rotgelben, 
krystallwasserhaltigen Prismen aus der wiBrigen Lésung all- 
mihlich aus, es ist in Wasser nicht schwer léslich. Der Zer- 
setzungspunkt des bei 120° getrockneten, krystallwasserfreien 
Salzes lag bei 244—245° (Aufschiumen, vorher Dunkelfiirbung). 
Die krystallwasserhaltige Verbindung verhielt sich ebenso, «lie 
Abgabe des Wassers bei etwa 100° machte sich im Schmelz- 
réhrchen nur wenig bemerkbar. Fiir die Analyse wurde das 
zerriebene und abgepreBte Material einen Tag im Exsiccator 
aufbewahrt, wobei nur eine geringfiigige Gewichtsabnahme er- 
folgte, dann bei 120° getrocknet. I und Il: Priparate ver- 
schiedener Darstellung. 
I. 0,3121 g Substanz verloren bei 120° 0,0100 g. 
Gef. 3,20°/, H,O. 

0,3021 g Substanz (bei 120° getrocknet) enthielten 0,1036 g Pt. 
Gef. 34,29°/, Pt. 

IL. 0,3811 g Substanz verloren bei 120° 0,0127 g. 
Gef. 3,33°/, H,0. 

0,3684 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 0,1209 ¢ Pt. 
Gef. 34,29°/, Pt. 
Ber. fiir C,H,,N,PtCl, + H,O —3,07°/, HO; 


C.H,,N,-H,PtCl, 34,36 ,, Pt. 
Das nicht getrocknete Salz enthalt somit 1 Molekiil 


Krystallwasser. 

SchlieBlich haben wir zur Kontrolle eine Probe des Gold- 
salzes wieder in das Dipikrolonat zuriickverwandelt: der Zer- 
setzungspunkt war der gleiche, wie oben angegeben, 293°, 
wihrend bei der N-Bestimmung ein mit der Theorie besser 
iibereinstimmender Wert gefunden wurde. 
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0,1007 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 25,2 cem N bei 23,5° 
und 759,6 mm Hg. 
Gef. 28,79°/, N. 
Ber. fiir C;H,,N,°2C,)H,0;N, 28,57°/, N. 


6. Trimethylendiguanidin, 
HN : C(NH,)-NH-CH,-CH, -CH,-NH-C(NH,): NH. 

Diese Base wurde in analoger Weise wie Propylen- 
diguanidin aus S-Methylpseudothioharnstoffhydrojodid oder 
-sulfat und T'rimethylendiamin bereitet: 

VUL. 2HN: C(NH,)SCH,) + H,N-CH,-CH,-CH,-NH = 

HN : C(NH,)-NH-CH,-CH,-CH,-NH-C(NH,): NH + 2CH,SH. 

Auch hier war wieder von vornherein die Méglichkeit der 
Kintstehung eines Biguanidderivates: 

H,N-C(: NH)-NH-C(: NH)-NH-CH,-CH,-CH,-NH, 
gegeben, von dem man hitte erwarten miissen, dab es im van 
Slykeschen Apparat Stickstoff entwickeln wiirde. Bei der 
Priifung nach van Slyke gab indessen unser Priiparat (in 
Form des Dihydrochlorids) keinen Stickstoff, so daB es mit 
eroBter Walhrscheinlichkeit durch die obige Diguanidinformel 
zum Ausdruck kommen diirfte. 

Zur Ausfiihrung des Versuchs liste man 2,87 g S-Methyl- 
pseudothioharnstoffhydrojodid (entsprechend 1 g Sulfoharnstoff) 
und 0,48 g Trimethylendiamin zusammen in 5 ccm 95°/,igem 
Alkohol auf, iiberlieB die Lésung 9 Tage sich selbst und dampfte 
sie dann auf dem Wasserbade ein. Der krystallinische Riick- 
stand wurde hierauf in Wasser aufgenommen und die Lésung 
mit 1°/,iger wiBriger Pikrolonséure gefallt. Das pikrolon- 
saure Salz war in Wasser ganz auBerordentlich schwer léslich 
und lieB sich daher nicht aus diesem Lésungsmittel um- 
krystallisieren, es wurde deshalb abgesaugt und mit einer 
reichlichen Menge Wasser ausgekocht, es wog danach etwa 
2,9 g, entsprechend einer Ausbeute von 65°/,. Der Zer- 
setzungspunkt lag bei 286—288° (Aufschaumen). 


0,0946 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 23,0 ccm N bei 18,3° 
und 754,5 mm Hg. 
Gef. 28,28°/, N. 
Ber. fiir C;H,,N,+2C,,H,0;N, 28,57 °/, N. 














108 Martin Schenck und Henry Kirchhof, 


Der zu geringe Stickstoffwert sprach dafiir, daB das Salz 
noch nicht rein war (vgl. unten), es eignete sich aber durchaus 
zur Uberfiihrung in andere reine Salze des Trimethylen- 
diguanidins. Die Filtrate von der Fallung und von der Aus- 
kochung lieferten beim Kinengen weitere Krystallisationen von 
niedrigerem Zersetzungspunkt und geringerem Stickstoffgehalt. 
So zersetzte sich eine Probe unscharf bei 250° und lieferte 
25,4°/, N, eine andere verkohlte im Schmelzréhrchen zwischen 
220 und 230° ohne Aufschiumen und enthielt 24,86°/, N. 

Da ein Monopikrolonat des 'Trimethylendiamins 24,85°/, N 
enthalten wiirde, haben wir versucht, ein derartiges Salz zum 
Vergleich herzustellen, indem wir Trimethylendiamin (1 Mol.) 
mit waBriger Pikrolonsiiure (1 Mol.) fallten und die Fallung 
aus Wasser umkrystallisierten. Es resultierten feine gelbe 
verfilzte Niidelchen, die bei 270° unter Schwirzung und Auf- 
schiumen sich zersetzten. Ihre Analyse ergab aber, daB das 
Dipikrolonat vorlag. 

0,1023 g Substanz (bei 125° getrocknet) lieferten 20,5 cem N bei 
17,5° und 754,8 mm Hg. 

Gef. 23,39°/) N. 
Ber. fiir C,H,,N,-C,,H,0;N, 24,85°/, N, 
C,H, ,Ny*2C,o0H.O;N, 23,26 °/, N. 

Welcher Art die in den Mutterlaugen enthaltenen Pikro- 
lonate waren, haben wir vorliufig nicht weiter untersucht, 
jedenfalls handelt es sich um Gemische, wahrscheinlich war 
auch das pikrolonsaure Salz des niederen Agmatinhomologen 
zugegen. Das Material vom Zersetzungsp. 286—288° wurde 
nun von der Pikrolonsiure befreit, was wegen der grofen 
Schwerldéslichkeit des Salzes sich nicht so glatt wie sonst aus- 
fiihren lieB; man muBte vielmehr das Pikrolonat mit einem 
starken Uberschuf 25°/,iger Salzsiure erhitzen, worauf nach 
Erkalten die Pikrolonsiure ausgeithert wurde. Die so er- 
haltene Lésung des salzsauren Salzes der Base verdampfte 
man zur Trockne und stellte aus dem Riickstand das Dipikrat 
her: in Wasser ziemlich schwer lésliche Nadeln, die bei 242° 
nach vorhergehendem Sintern schmolzen (rotbraune, blasen- 
durchsetzte Schmelze, geringfiigiges Hochsteigen), ein Verhalten, 














Uber einige Guanidinderivate. 109 


das auch nach Umkrystallisieren des Salzes aus Wasser sich 


nicht iinderte. 
0,0989 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 23,5 eem N bei 18,5° 
und 749,7 mm Hg. 
Gef, 27,45°/, N. 
Ber. fiir CsH,.Ng:2CgH,O,N, 27,27°/, N. 
Das Dipikrat wurde in das Golddoppelsalz iibergefihrt: 
in Wasser nicht schwer lésliche, feine Nidelchen, die bei 183 


bis 184° schmolzen. 
0,2337 g Substanz (bei 110° getrocknet) enthielten 0,1098 g Au. 
Gef. 46,98°/, Au. 
Ber. fiir C,H,,N,-2 HAuCl, 47,05°/, Au. 

Der Schmelzpunkt des Trimethylendiguanidindichloraurats 
weicht also nicht so sehr wie der der entsprechenden Propylen- 
diguanidinverbindung yom Verhalten des - Vitiatingolddoppel- 
salzes ab. Ob indessen ''rimethylendiguanidin mit Vitiatin 
identisch ist, miissen wir dahingestellt sein lassen und ver- 
weisen auf das oben (S. 105) beim Propylendiguanidin in dieser 
Beziehung Gesagte. 

Aus einer Probe des Goldsalzes bereiteten wir wieder das 
Dipikrolonat, das in dunkelgelben, prismenférmigen Krystallen 
erhalten wurde. Der Zersetzungspunkt lag jetzt hoher als 296° 
(bis zu dieser Temperatur lediglich Dunkelbraunfarbung, aber 
kein Aufschiumen; weiteres Erhitzen wegen Verwendung eines 
Schwefelsiureapparates nicht méglich) und die Analyse ergab, 
daB es sich um die reine Verbindung handelte. 

0,0952 g Substanz (bei 125° getrocknet) lieferten 23,5 cem N bei 
17,5° und 751,9 mm Hg. 

Gef. 28,70°/, N. 
Ber. fir C;H,,Ng-2C,,H,0;N,  28,57°/, N. 

Einen anderen Teil des Goldsalzes fiihrte man in das 
Chloroplatinat iiber, das aus salzsiurehaltigem Wasser um- 
krystallisiert wurde. Es ist in Wasser ziemlich leicht léslich, 
enthalt 1 Molekiil Krystallwasser und zersetzt sich bei 245 
bis 246° unter Aufschiumen. Die Wasserabgabe bei etwa 
100° macht sich im Schmelzréhrchen wenig bemerkbar, der 
Zersetzungspunkt des krystallwasserhaltigen Salzes ist der gleiche 
wie der des getrockneten. 
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0,4857 g Substanz (gut abgepreBt) verloren bei 125° 0,0163 g an 
Gewicht. 
Gef. 3,36°/, H,0. 
0,4330 g Substanz (bei 125° getrocknet) enthielten 0,1480 g Pt. 
Gef. 34,18°/, Pt. 
Ber. fir C;H,,N,-H,PtCl, + H,0  3,07°/, H,O 
C;H,,N,-H,PtCl, 34,36°/, Pt. 

Um auch die Eigenschaften des Trimethylendiguanidin- 
sulfats kennenzulernen, lésten wir 1g S-Methylpseudo- 
thioharnstoffsulfat (1 Mol.) und 0,27 ¢ Trimethylendiamin (1 Mol.) 
in 5 ccm Wasser auf und iiberlieBen das Gemisch im ver- 
schlossenen GefiB sich selbst. Nach einigen Stunden begann 
die zunichst klare Liésung krystallinische weiBe Massen aus- 
zuscheiden, die nach 7tagigem Stehen abgesaugt und mit 
wenig Wasser gewaschen wurden. Die Ausbeute an diesem 
Material betrug mindestens 55°/, der Theorie, die Mutterlauge 
ist vorliufig nicht weiter beriicksichtigt worden. Die Analyse 
ergab, daB das Sulfat in reiner Form mit 2 Molekiilen Krystall- 
wasser vorlag. 

0,5905 g Substanz (gut abgeprebt) verloren bei 130° 0,0733 g an 
Gewicht. 

Gef. 12,41°', H,O. 
0,0964 ¢ Substanz (bei 130° getrocknet) gaben 27,3 eem N bei 18° 
und 749,8 mm Hg, 
Gef. 32,77°/, N. 
Ber. fiir C;H,,N,-H,SO, -+2H,0  12,33°/, H,0, 
C;H,,N,*H,SO, 32,80°/, N. 

Im Schmelzréhrchen zeigte die krystallwasserhaltige Ver- 
bindung bei etwa 100° geringes Sintern, um bei 285° von 
neuem schwach zu sintern und sich etwas dunkel zu verfirben, 
bis 296° war aber keine eigentliche Zersetzung unter Aul- 
schiiumen festzustellen; die krystallwasserfreie Substanz verhielt 


sich ebenso (abgesehen von dem Sintern bei 100°). 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind 
wir fiir Kreditgewihrung zu groBem Danke verpflichtet. 
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Uber die Nichtexistenz einiger Fermente. 


Von 
A. J. Kluyver. 


(Aus dem Laboratorium fir Mikrobiologie der Technischen Hochschule 
in Delft, Holland.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Juni 1926.) 


Die interessante Abhandlung, welche 8S. Kostytschew neulich 
in dieser Zeitschrift unter oben angegebenem Titel veriffentlicht hat?) 
und welche mir erst vor einigen Tagen in die Hiinde kam, gibt mir 
Veranlassung darauf hinzuweisen, daB iihuliche Betrachtungen vor mehr 
als einem Jahre auch von meinem Mitarbeiter H. J. L. Donker und 
mir gegeben worden sind. 

Unsere diesbeziigliche Mitteilung wurde in der Sitzung der Akademie 
der Wissenschaften zu Amsterdam vom 28. Februar 1925 vorgelegt und 
erschien bald in hollindischer, spiiter auch in englischer Sprache.’) 
Genau wie Kostytschew dies fiir den Vorgang der alkoholischen 
Giirung auseinandersetzt, haben auch wir darauf hingewiesen, daB ganz 
alleemein alle Teilstufen der Girungs- und Atmungsprozesse — in- 
soweit als keine Esterifikationen oder Esterspaltungen mitspielen — sich 
zuriickfiihren lassen auf Oxydoreduktionsprozesse oder besser gesagt auf 
katalytische Ubertragungen einer oder mehrerer Wasserstoffatome. Aus- 
driicklich haben wir betont, daB diese Ubertragungen auch intramole- 
kularer Art sein kiénnen und ebenfalls auch zu Kondensationen Anlaf 
geben kénnen. Damit war also die Méglichkeit gegeben alle diese Um- 
setzungen der Wirkung eines einzelnen Agens zuzuschreiben, In diesem 
Zusammenhange méchte ich aus der englischen Abfassung unserer Arbeit 
folgendes zitieren: 

»In the light of the foregoing discussion it will be obvious that 
the changes which are ascribed to separate enzymes such as catalase, 
reductase, zymase, lactozymase, alcoholoxydase, carboxylase, earboligase, 
glyoxalase, aldehydomutase, Schardinger’s enzyme ete. are actually 
only manifestations of a definite degree of affinity of the protoplasm 


— 





') Diese Zs. Bd. 154, S. 262 (1926). 
*) Proceedings Royal Academy of Amsterdam Bd. 28, S. 605 (1925). 
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for hydrogen. The question as to how far one will think of the affinity 
of protoplasm itself for hydrogen or of the action of a single hydrogen 
transferring enzyme, has no significance here.“ 

Vergleicht man diese Aussprache mit derjenigen Kostytschews 
auf S. 273 seiner Abhandlung, niimlich: ,,Wir sehen also, daB unter den 
in der Hefe beschriebenen Fermenten die Reduktase, die Mutase, die 
Carboxylase und die Carboligase wahrscheinlich keine selbstiindigen 
spezifischen Katalysatoren darstellen und durch ein einziges Ferment 
ersetzt werden kénnen...“, dann sieht man ohne weiteres die weitgehende 
Ubereinstimmung in dem Grundgedanken des russischen Forschers und 
der von uns vertretenen Ansicht. 

Wir haben jedoch gemeint, daB die gewonnene Einsicht uns noch 
zu weitergehenden Schliissen berechtigte, was ja schon teilweise aus 
dem oben gegebenen Zitate hervorgeht. Beziiglich dieser und anderer 
Punkte méichte ich auf unsere zitierte Mitteilung hinweisen. 

Nur diirfte noch bemerkt werden, da8 Dr. Donker und ich neu- 
lich in einer Mitteilung in ,,;Chemie der Zelle und Gewebe“ (Manuskript- 
eingang bei der Redaktion: 16. Miirz 1926) ausfiihrlich auf diese Probleme 
eingegangen sind. 


Delft, Juni 1926. 
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